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ANOTACIJA

Saja pétijuma noteica perorali ievadita metformina (75 mg/kg un 100 mg/kg devas)
efektus uz vairakiem sporadiskas Alcheimera slimibas tipa modelzurku smadzenu procesiem:

neiroiekaisumu, sinapsu blivuma samazinasanos un acetilholinesterazes aktivitati.

Pétijuma rezultati parada, ka abas devas metformins sp€j noveérst mikrogliozi, sinaptiska

blivuma samazinasanos un normaliz&t acetilholinesterazes blivumu modelzurku smadzengs.

legtitie dati norada uz metformina neiroprotektivo potencialu sporadiskas Alcheimera
slimibas patologisko izmainu novérSanu. NepiecieSami talakie pé&tjjumi, lai uzzinatu visu

metformina neiroprotektiva potenciala klastu sAD-tipa modeli.

Atslégvardi: Alcheimera slimiba, acetilholinesteraze, neiroiekaisums, metformins, sinapses

blivums.



ABSTRACT

In this study, the effects of peroral metformin at doses of 75 mg/kg and 100 mg/kg were
assessed in sporadic Alzheimer’s disease-type model-rats on the following processes:

neuroinflammation, synaptic density and acetylcholine esterase activity.

Results of the study show that metformin at both doses were able to prevent
microgliosis, decrease in synaptic density and elevated acetylcholinesterase density in the

brain of model animals.

Obtained data indicate the neuroprotective potential of metformin in the prevention of
pathological changes observed in the sporadic Alzheimer's disease. Further studies are

required to discover the full neuroprotective potential of metformin in sAD-type model.

Key words: Alzheimer's disease, acetylcholinesterase, neuroinflammation, metformin,

synaptic density.



APZIMEJUMI

AChE — acetilholinesteraze (acetylcholinesterase)

AD — Alcheimera slimiba (4lzheimer’s disease)

AHN - pieauguso hipokampala neirogenéze (adult hippocampal neurogenesis)

AMPK - aktivizéta proteinkinazes (AMP activated protein kinase)

APOE4 — apolipoproteina E4 géns

APP — amiloida prekursora proteins

AP — amiloida B peptids

ChAT - holma acetiltransferaze (choline acetyltransferase)

CNS — centrala nervu sistéma

CA — cornu ammonis

DAB - 3,3 'diaminobenzidins

DG — dentate gyrus

fAD —iedzimta Alcheimera slimiba (familial Alzheimer’s disease)

FDG-PET — fluoro-D-glikozes pozitronu emisijas tomografija

GLUT - glikozes transporteris

Iba-1 — jonizeéta kalciju saistosa adaptera molekula-1 (ionized calcium-binding adaptor
molecule-1)

MCI - vieglie kognitivie trauc&jumi (mild cognitive impairment)

MT — mikrotubuli

NFT — neirofibrilarie mezgli

NF«B — nuklearais faktors kappa B

PHF — saparoti spiralveida pavedieni (paired helical filaments)

PP — proteinu fosfatazes (protein phosphatases)

sAD — sporadiska Alcheimera slimiba

SYP-1 — sinaptofizins 1 (synaptophysin-1)

STZ — streptozocins
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IEVADS

Alcheimera slimiba (Alzheimer’s disease, AD) ir progresgjosa, multifaktoriala
neirodegenerativa smadzenu slimiba, kas noved pie neironu bojaejas, izraisot kognitivos
traucjumus. Bioenerggetiskie deficiti ir labi dokument&ti AD prekliniskajos modelos, paradas
agrina Alcheimera prodromalaja fazé un tiem, kuriem ir AD risks. Darbibas mehanismi
pasreiz€jai AD mitohondriju un bioenerggtiskai terapijai plasi iedalas kategorijas: 1) glikozes
metabolisms un substrata apgade; 2) mitohondriju pastiprinataji energijas razos$anas
palielinasanai; 3) antioksidanti reaktivo skabekla daudzumu iznicinasanai un oksidativo
bojajumu mazinasanai (Gibson et al., 2010). Tris raksturigakas AD iezimes ir amiloida 3
peptida (AP) ekstracelularo platnisu izgulsnésanas, hiperfosforiléta fau proteina neirofibrilaro
mezglu intracelulara izgulsnéSanas, ka ar1 neiroiekaisums (Murphy et al, 2010). Vecaka no
AD patofiziologisko mehanismu hipotézém ir amiloida kaskades teorija (Dorszewska et al.,
2016).

Katrs AD gadijums ir atSkirigs. Vidgji cilvéki péc 65 gadu vecuma izdzivo Cetrus lidz
astonus gadus pec AD diagnozes. Ir tris AD stadijas: 1) prekliniska AD stadija ilgst no 2 lidz
4 gadiem — pétijumi norada, ka $aja posma notiek smadzenu izmainas, kas izsauc Alcheimera
slimibu un var sakties pat 20 gadus pirms simptomu paradisanas; 2) viegls vai m&rens izzinas
kritums ilgst no 2 Iidz 10 gadiem — problémas atceréties nesenos notikumus vai veikt
matematikas uzdevumus; 3) smags izzinas kritums ilgst no 1 gada lidz 3 gadiem — smadzenes
vairs nespgj pateikt kermenim, kas jadara, cilvéks pavada savu laiku gulta, nav spg&jigs sevi
aprupét. (Ellis et al., 2016). Lielako dalu laika (apm&ram 40%) pavada smagakaja AD stadija
(Wegerer, 2018).

AD ir multifaktorala slimiba, kuras c€loni ir atkarigi no gené&tikas (70%) un apkartgjas
vides (30%) ietekmes. Starp genétiskajiem faktoriem ir geni, kas saistiti ar slimibas iedzimtas
(familial AD, fAD) formas attistibu: amiloida prekursora proteins (APP), prezenilins (PSEN)1
un PSEN2. Visstiprakais genétiskais faktors ir apolipoproteina E4 (APOE4) géns, kas ir
iesaistits arT sporadiskas (s4D) formas genéz€. Vairak neka 95% Alcheimera slimibai ir no
sporadisko gadijumi, kuriem galvenie negenétiskie riska faktori ir noveco$anas un vielmainas
trauc&jumi, kur saistitie dzivnieku modeli ir svarigi pétijumu instrumenti patogenézes izpétei
un jaunu zalu izstrade (Bao et al., 2017).

Glikoze ir galvenais smadzenu energijas substrats, jo smadzenes pateéré 25% no
kermena glikozes. Izmainits glikozes smadzenu metabolisms, noteikts ar pozitronu emisijas

tomografijas PET skené&Sanu ar 18F-fluorodeoksiglikozes (18F-FDG-PET), ir pirma izmaina
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AD slimnieku smadzenu rajonos. Epidemiologiskie un patofiziologiskie pétijjumi paradija
saikni starp AD un diab&tu, Tpasi saistiba ar rezistenci pret insulinu (Calsolaro et al., 2016).
Metformins ir biguanidu grupas savienojums, kuru vairak neka 60 gadus izmanto 2. tipa
diabéta arstésanai. Cukura diabéta slimniekiem tas var palidzét kontrol€t cukura Iimeni asinis
un jutigumu pret insulinu. Pieradits, ka AD slimniekiem ir izmainita jutiba pret insulinu. Dazi
petijumi liecina, ka metformins var samazinat Alcheimera risku, bet citi ir atklajusi, ka

ilgstosa lietoSana to var palielinat (Bodmer, 2012).
Darba meérkis:
Noteikt metformina 75 mg/kg un 100 mg/kg devu efektus uz neironalo plasticitati un
neiroiekaisumu, sAD-tipa netransgénaja modela Zurku smadzenu struktiiras.
Darba uzdevumi:

1. Imunohistokimiski noteikt metformina efektus uz veselo un sAD modelzurku
ekspresiju smadzenu garozas un hipokampa proteiniem, kas iesaistiti neiroiekaisuma
(Iba-1), sinaptiskaja blivuma (SYP-1) un acetilholina skelSana (AChE).

2. In vitro noteikt metformina ietekmi ar STZ izraisita uz acetilholinesterazes (AChE)
blivumu un tas aktivitates inhib&sanu.

Darbs izstradats Latvijas Universitates Medicinas fakultates Farmakologijas katedras

laboratorija.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1.Alcheimera slimibas epidemiologija

AD ir raksturiga progresiva smadzenu darbibas pasliktinasanas, kas parasti sakas ar
nesenas atminas veidoSanas trauc€jumiem, bet neizbégami ietekme visas intelektualas spgjas
un AD slimnieks paliek pilnigi atkarigs no apkartejiem cilvékiem ikdienas pamatfunkciju
veikSanai. Alcheimera slimibas patologiskajas izpausmés ietilpst diftizas un neirotiskas
arpusSinu AP platnites un intracelularie neirofibrilarie mezgli, ko pavada reaktiva
mikroglioze, distrofiski neiriti un neironu un sinapses zudumi (Mayeux et al, 2012).
Alcheimera slimiba pirmo reizi tika identific€ta pirms vairak neka 100 gadiem, taCu tas
simptomu, c€lonu, riska faktoru un arst€Sanas pétjjumi ir guvusi impulsu tikai ped€jos 30
gados (Xu et al., 2013).

Balstoties uz pieejamajiem epidemiologiskajiem datiem, ekspertu grupa uzskata, ka
misdienas ir 24,3 miljoni cilvéku ar demenci, un katru gadu ir 4,6 miljoni jaunu demences
gadijumu (Xu et al., 2013). Alcheimera slimiba ir biezakais demences c€lonis Rietumu
sabiedriba. Ir paredzams, ka biezums divkarSosies ik péc 20 gadiem Iidz 2040. gadam.
Gaidama pieauguma apmers, kas saistits ar sabiedribas novecoSanos, ir ievérojams un
turpmakajos gados bus dargs slogs sabiedribas veselibai (Mayeux ef al., 2012).

Lielaka dala cilvéku ar demenci dzivo jaunattistitajas valstis. Kina un tas Klusa okeana
rietumu kaiminos ir visvairak cilvéku ar demenci (6 miljoni), kam seko Eiropas Savieniba (5
miljoni), ASV (2,9 miljoni), Indija (1,5 miljoni). Demences gadijumu skaita pieauguma tempi
visa pasaulé nav vienadi. Tiek prognozéts, ka skaits attistitajas valstis no 2001. gada Iidz
2040. gadam palielinasies par 100%, bet Indija, Kina un citas Dienvidazijas un Klusa okeana
rietumu valstis palielinasies par vairak neka 300%. Apméram 70% So gadijumu tika
attiecinati uz Alcheimera slimibu. Apkopotie dati par Eiropa veiktajiem pétijumiem, kas
balstiti uz populaciju, liecina, ka vecuma standartizeéta izplatiba cilvékiem no 65 gadu vecuma
bija 6,4% demences gadijuma un 4,4% Alcheimera slimibas gadijuma. ASV veikta
reprezentativa parauga pétijuma, kurd piedaljjas cilveki, kas vecaki par 70 gadiem,
Alcheimera slimibas izplatiba bija 9,7% (Xu et al., 2013).

Analizgjot datus péc Slimibu profilakses un kontroles centra datiem, Latvija 2017. gada
demenci pirmoreiz konstatéja 1108 iedzivotajiem, kopuma registra ar diagnosticétu demenci

2017. gada beigas bija 5469 iedzivotaji. 8 gadu laika perioda demences pacientu skaits uz 100



000 iedzivotajiem bija 282,7 slimnieku. Salidzinot no 2009. — 2017. gadam demences
pacientu skaits palielinas (Slimibu profilakses un kontroles centrs, 2017).

Sievietem ir divreiz lielaks depresijas risks neka virieSiem. Depresija ietekmé izzinu
visa miiza garuma, jo garastavoklis un atmipa sakrit ar tiem pasiem smadzenu regioniem.
Petijumos tiek zinots, ka depresija ir AD riska faktors, piem&ram, AD saslim$anas risks
palielinas par 70% cilvekiem, kuriem bija novérota pusmiiza depresija. Sakara ar to, ka
sievietes vairak paklautas depresijai, saslimt ar AD risks ir augstaks sievietém neka virieSiem
(Mielke, 2018).

Veseliem, gados vecakiem cilvékiem AP Iimenis paaugstinas. Tau sievieSu smadzenés
salidzinajuma ar virieSu smadzeném ir smalkaks. Ieprieksgjie pétijumi ir pieradijusi augstaku
AD saslimSanas biezumu sievietém, ka ar1 atraku sievieSu kognitivas aktivitates
samazinasanos salidzinajuma ar virieSiem. No 5,5 miljoniem amerikanu, kas ir virs 65 gadu
vecuma ar AD, 3,4 miljoni ir sievietes. Sievietei péc 60 gadu vecuma ir divreiz lielaka iesp€ja
saslimt ar AD neka ar kriits vézi. Amerikaniem, kas ir vecaki par 71 gadu, 16% sievieSu ir AD
vai demence, savukart virieSiem 11%.

Petijumi rada, ka APOE4 ir riska faktors lielaks sievietém neka virieSiem. Sieviet€ém ar
APOE4 ir izteiktaka smadzenu patologija neka virieSiem, t.i. ar vairak izteiktiem AD

simptomiem un ar vairaku lipigo plaksniSu uzkraSanos (Sukel, 2018).
1.2. Alcheimera slimibas patogenéze
1.2.1. Sinaptiska plasticitate

Neironala plasticitate ir process, kas nosaka neironu Stnu aktivitati un atbildi uz
ievainojumiem un ietver aksonu, dendritu un sinapSu strukturalo un funkcionalo procesu
modulaciju. Plasticitati veidojoSo strukturalo elementu klasta ietilpst ilgtermina potencéSana
(iemacisanas un atminas korelacija), sinaptiska efektivitate un parveidosana, sinaptogengze,
aksonu digSana un dendritu parveidosana, ka ari neirogen&ze un vervésana.

Cilveka smadzenu degenerativas slimibas joprojam ir viena no biomedicinas
vissarezgitakajam problémam. Pieméram, no novecoSanas atkarigus neirodegenerativos
traucgjumus AD, ko neiropatologiska limeni raksturo neskistoSa AP nogulsnes arpus$inu
plaksnés un agregéts fau proteins, kas galvenokart atrodams intracelularos neirofibrilaros
juceklos. Vieglas kognitivas funkcijas trauc€jumus AD agrina stadija var izraisit sinaptiskas

disfunkcijas, ko izraisa nefibrillara oligomériska AP uzkrasanas, kas notiek krietni pirms
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acimredzamiem plasi izplatitiem sinaptiskajiem zaud&umiem un neirodegeneracijas.
Skistosie AP oligoméri arkartigi zemas koncentracijas var nelabvéligi ietekmét sinaptisko
struktiiru un plastiskumu, kaut arm molekularie substrati, ar kuriem tiek izjaukti sinaptiskas
atminas mehanismi. Dendritiska mugurkaula ir primara ierosino$as sinaptiskas transmisijas
vieta ziditaju centralaja nervu sistéma. Sis struktiiras, kas izvirzitas no dendritiskam varpstam,
piedzivo dinamiskas skaita, lieluma un formas izmainas, reagéjot uz hormonala stavokla,

attistibas pakapes un aferento ieejas izmainam (Skaper et al., 2017).
1.2.2. Sporadiska Alcheimera slimibas forma

AD raksturo toksisku proteinu agregatu vai plaksniSu klatbiitni, kas sastav no AP
peptida. APP proteolitiskas SkelSanas rada dazada garuma AP peptidu. Daudzu ar gimeni
saistitu AD génu mutacijas ietekm& garaka AP42 varianta veidoSanos, kas galvenokart

uzkrajas plaksnés (Bali ef al., 2012).

Pastav divas galvenas slimibas formas: agrina (gimenes) un vélina (sporadiska). Agrina
AD forma ir reti sastopama, un tas sastada mazak neka 5% no saslims$anas gadijjumiem. T2 ir
iedzimta “Mendelian” domingjosa veida, un to izraisa tris génu (APP, PSENI un PSEN2)
mutacijas (Barber, 2012). Sporadiska AD gadijuma, kas veido vairak neka 95% gadijumus,
kur APOE géns ir atbildigs par sporadisku slimibas formu. Citi molekularie faktori, kas
saistiti ar slimibas imunologiskiem c€loniem (TREM?2), ir lipidu (ABCA1, ABCA7) vai
biotiolu metabolisma un metabolitu transporté€Sanas trauc€jumi. Paslaik tiek uzskatits, ka
APOE4 ir gan sporadiskas, gan agrinas formas riska faktors. AD patomehanismu visbiezak
izskaidro ka balstitu uz amiloido kaskades teoriju. ST teorija ir saistita ar agrinu formu, lai gan
ir zinojumi, kas norada uz tas raSanas varbitibu uz sporadisku formu (Dorszewska et al.,
2016). Sis slimibas formas parmantojamiba ir augsta, bet etiologiju nosaka genétisko un vides
faktoru kombinacija. Liels génu skaits ir iesaistits AD sakuma stadija (Barber, 2012).

Tomér atskiriba no géniem, kas ir agrinas formas AD pamata, sporadiskas AD formas
g€nu jutibu 1pasi nemaina AB42/40 attieciba un liek domat, ka Sie géni, iesp&jams, veicina AD

ar atSkirigu mehanisma palidzibu (Bali et al., 2012).
1.2.3. Amiloida beta teorija

AD galvenas iezimes ietver ievérojamas izmainas gan smadzenu histologija, gan
uzvediba. AD smadzenes mikroskopiski raksturo 2 klasés esoSo patologisko struktiiru,

arpusStinu AP platniSu un intraneironalo neirofibrilaro juceklu apvienojums, kas abi satur
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neskistosus, blivi iesainotus pavedienus. So struktiiru $kistodie celtniecibas bloki ir AP

peptidu un tau mezgliem.

AP peptidi ir transmembranala amiloida prekursora proteolitiski fragmenti, turpreti fau
ir smadzeném specifisks, ar aksoniem bagatinats mikrotubulu saistits proteins. AD uzvedibas
simptomi korelé ar plaksniSu un juceklu uzkrasanos, kas pastarpina atminas bojajumus un
i1zzinas trauc€jumus. Sinapses zudumu var izraisit dzivo neironu nesp€ja uzturét funkcionalos
aksonus un dendritus vai neironu nave, piemeéram, akiitu neironu navi, aizkavetu neironu navi.
Sinaptiskas disfunkcijas izraisa SkistoSas, arpussiinu A veidi, un tas ir atkarigas no $kistosas,
citoplazmatiskas tau. Tapéc AD ir patogenézes augsSpus fau un izraisa tau parveérSanu normala
stavokli vai toksiska stavokli, bet ir arT pieradijumi, ka toksiskais zau palielina AP toksicitati,
izmantojot atgriezeniskas saites cilpu. Ta ka gan AP, gan tau SkistoSie toksiskie agregati var

izplatities smadzenés ar prionveidigiem mehanismiem (Bloom, 2014).

AP veidojas no proteina, ko sauc par APP. AP peptidi tiek razoti no APP proteolitiskas
SkelSanas rezultata ar enzimu kompleksus a, B un y-sekretazes. Kad APP ir aktivizéta, lai
veiktu parasto darbu, to sagriez citas proteinu atseviskas, mazakas sekcijas, kas paliek Stnas
un arpus tam. Tur ir vairaki dazadi veidi, ka APP var samazinaties; daZzos gadijumos viens no

gabaliem razotais ir AP (Gao et al., 2018).

Neamiloidogens cel§ Amiloidogens cel$
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1.2.3.1. attéls. Neamiloidogéna un amiloidogéna APP apstrades celi (Allinson et al.,

2003)

APP SkelSanas notiek pa diviem atSkirigiem celiem. Neamiloidogéns cel§ nodroSina

labveligu neirotrofisku iedarbibu, un amiloidogéns cel$ rada neirotoksiskus AP peptidus. Abi
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peptidi, kas veidojas amiloidogéna cela, var nepareizi saliekties un sakopoties, veidojot
nogulsnes, kas veicina AD patologiju (Allinson ef al., 2003).

Neamiloidogens cels ietver APP skelSanu ar a-sekretazi, lai iegtitu divus fragmentus; 83
aminoskabes C-gala fragments (C83), kas palieck membrana, un N-gala ektodoméns (sAPPa),
kas izdalas arpusSinu vidé. Ar a-sekretazes aktivitati ir identificéti tris enzimi: ADAMO,
ADAMI10 un ADAM17. Svarigi, ka APP skelSana ar a-sekretazi notiek AB doména, un lidz ar
to tiek aizliegta AP peptida raZoSana. Jaatzime, ka C83 membranas fragmentu péc tam var
saSkelt ar y-sekretazi, lai iegiitu 1su fragmentu, ko sauc par P3 peptidu, un C terminala
fragmentu (CTF). Lidz $im tiek uzskatits, ka P3 peptids ir patologiski mazsvarigs (Haas ef al.,
2012; Ahmed et al., 2010).

Amiloidogeéns cel§ noved pie neirotoksiska AP veidoSanas. B-sekretaze (BACEIL) ir
starpnieks pirmaja proteolizes posma, kas arpusSiinu vidé atbrivo lielu N-terminala
ektodoménu (sAPPP). Membrana paliek 99 aminoskabju C terminala fragments (C99). Tikko
atklatais C99 N-gals atbilst pirmajai AP aminoskabei. ST fragmenta seciga $kel$ana ar -
sekretazi (starp 38. un 43 atlikumu) atbrivo AP peptidu. y-sekretaze ir enzimu komplekss, kas
sastav no PSENI vai PSEN2, nikastrina, un prezenilina pastiprinataja 2. Lielakajai dalai AP
peptidu ir 40 atlikumu garums (AP 1-40), neliela skaita tie satur 42 atlikumus (Ap 1-42). Ap
1-42 tiek uzskatita par neirotoksiskaku formu, jo papildu divas aminoskabes nodroSina
lielaku tendenci nepareizi saliekties un péc tam savienoties. Paaugstinats AP 1-42 Iimenis
plazma ir koreléts ar Alcheimera slimibu (Haas et al., 2012; Ahmed et al., 2010).

AP ir kimiski lipigaks neka citi fragmenti, kas raZoti, kad ir APP sagriezta. Tas
pakapeniski uzkrajas mikroskopiskas AP plaksnes, kuras tiek uzskatitas par AD skarto
smadzenu pazimi. Gabali vispirms veido mazas kopas, ko sauc par oligomériem, péc tam
klasteru k&des, ko sauc par fibrilam, péc tam no fibrilam par beta lapas. P&dg€jais posms ir
platnites, kuras ir saliktas beta lapas un citas vielas.

Saskana ar amiloido hipotézi Sie AP agregacijas posmi izjauc Stinu savstarp€jo sazinu
un aktivizé imiinas $inas. Sis imiinas §iinas var izraisit iekaisumu. Galu gala smadzenu $iinas
tiek iznicinatas. Mutacijas notiek jebkura no trim géniem. Katrs no Siem géniem ir iesaistits
biologiskos procesos, kas saistiti ar Af veidosanos vai uzkrasanos. Tikai aptuveni 1% cilvéku
ar AD ir viena no §Tm mutacijam. Zinatnieki ir izp&tijusi peles, kas ir genétiski modificétas,
lai parnésatu dazus no tiem genétiskam mutacijam. Pelém veidojas AP platnites, tam ir
griitibas atceréties savu celu caur labirintiem un attistas citi simptomi, kas imité cilvéka AD.

Personas ar Dauna sindromu, kuram ir tris hromosomas kopijas gandriz vienme&r parnésa 4PP
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génu, nevis parasto AP platnites péc 40 gadu vecuma. Ne visiem cilvékiem ar Dauna
sindromu attistas AD, bet petijumi liecina, ka apm@ram 75% no cilvékiem virs 65 gadu

vecuma ir AD (Alzheimer’s association, 2017).

Vairaki eksperimenti norada, ka AP veidoSanas tiek uzskatita par tau patologijas
ierosinataju vai pat tas virzitaju, neskatoties uz to, ka ta veidojas p&c fau nogulsném.
Neironos, kas bija akiiti paklauti AP, tie ierosinaja fau izraisitu neirotoksicitati, atvieglojot fau
fosforiléSanu un novirzot patogénas tau sugas dendritos mugurkaulu smadzengs, izraisot
mugurkaula smadzenu sabruk$anu un dendritisku degeneraciju. Pieradijumi liecina, ka tau
proteins ir biitiska A izraisitajai neirotoksicitatei. 7au samazinasana varétu efektivi aizsargat
smadzenes pret AP, kavéjot neironu parmerigu ierosmi, ekscitotoksicitati, atminas deficitu un
priekSlaicigu mirstibu. Saskana ar pieradijjumiem tiek ierosinats, ka tau var biit starpnieks A}

toksicitaté, modulgjot tirozinkinazi (Fyn), kas nodrosSina saikni starp AP un tau (Gao et al.,
2018).

1.2.4. Tau teorija

Tau ir mazs un $kistoSs proteins, kas saistits ar vairakam smadzenu slimibam. Starp fau
daudzveidigajam funkcijam — uzturét veseligas smadzenu $iinas, kur loti svariga ir iek§€jo
mikrotubulu stabilizacija, kuras $iinas izmanto baribas vielu un citu svarigu vielu izplatiSanai

no vienas nervu $iinas (neirona) dalas uz otru (Ellison, 2019).

Tau siastas ar MK un to -

stabilizé s & 2
Kinazes: Fosfataze:
Cdk5 PP1
GSK38 PP2A

P e

S | Hiperfosforilacija

Tau ir atvienojies no

mikrotubula. MK ir Hiperfosforiléts

depolimerizets. dunhnlteniralec

Neirofibrillari mezgli

Aksonalais transports tiek traucgts.

Notiek sinaptiska disfunkcija, neironu

1.2.4.1. attéls. Tau mediéta neirodegeneracija (Dong et al., 2012)
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Fiziologiski fau proteins var saistities un tadgjadi stabilizét mikrotubulus (MT). Tau
piesaistisanas ar MT nosaka ta fosforilésanas limenis. Kinazes (Cdk5, GSK3p, MARK un
ERK?2) starpniecibas tau fosforiléSana var izraisit fau atdaliSanos no MT un tadgjadi izraisit
MT depolimerizaciju. Pret&ji, fosfataze (PP1, PP2A, PP2B un PP2C) samazinas tau
fosforile$anas Iimenis un atjaunos fau saistisanas spéju MT. Sads lidzsvars starp kinazu un
fosfatazu lomam tiek izjaukts patologiska stavokli, un kinazes aktivitates paliclinaSanas un
fosfatazes aktivitates samazinaSanas izraisis fau hiperfosforéSanos. Hiperfosforiléts tau
proteins ir nepareizi salocits un veido B-loksnes saturoSas struktiiras para spiralveida
pavedienus (PHF). STs struktiiras parejas novedis pie organizétakiem agregatiem un galu gala
neironos attistas neirofibrilarie mezgli (NFT). NFT pasliktinas normalu aksonalo transportu,

izjauks sinaptisko plastiskumu un visbeidzot izraisis Sinu zudumu (Dong et al., 2012).

Tomer tas ir arT daudzfunkcionals proteins ar kritisku lomu noteiktos neirodegenerativos
traucgjumos, ieskaitot AD. Tau proteini labi skist, izteiktas neironos, oligodendrocitos un
astrocitos centralaja nervu sisttma (CNS) un periféraja nervu sisttma. Tas galvenokart
atrodams aksonos, kur tas regulé mikrotubulu polimerizaciju un stabilizaciju. Tomér ta plasa
saistoSo partneru izvéle liek domat, ka tai ir vairakas funkcijas, ieskaitot smadzenu nobrieSanu
p€cdzemdibu laika, aksonu transporta un signalu kaskades regul€Sanu, Stnu reakciju uz
karstuma Soku un pieauguso neirogenézi (Bellatore et al., 2007).

AD ir labi pazistama ar neirofibrilariem mezgliem, kas sastav no modificéta tau
proteina. Dazas citas nopietnas smadzenu slimibas, kas saistitas ar patologisku tau proteinu
daudzumu, ir hroniska traumatiska encefalopatija, Pika slimiba, frontotemporala demence ar
parkinsonismu-17 (FTDP-17), progresgjosa supranukleara paralize (PSP) un kortikobasala
degeneracija (CBD). Lai ar katra no §Tm demences formam ir atskiriga, tas visas ir smagas un
progresgjosas (Ellison, 2019).

Ir daudz pieradijumu, kas liecina, ka AP un tau ir galvena loma slimibas norisé. Vini
vargtu arT ietekm@&t un regulét viens otra toksisko iedarbibu (Ellison, 2019).

Zinatnieki jau sen ir noradijusi uz tau nozimi AD, jo pieradijumi saista fau izplatibu ar
slimibas progresésanu. AP uzkrasanas smadzengs cilvékam ar AD lielakoties ir pabeigta
agraka klmiskaja stadija, kas pazistama ka viegli neirokognitivie trauc€jumi. Tomer tau
uzkrasanas turpinas visa slimibas gaita. Sakot smadzenu dalas, ko sauc par entorinalo garozu
un hipokampu, smadzenu fau turpina uzkraties, progres€jot AD. Jaunakie pieradijumi liecina,
ka tau izplatas smadzen@s ar oligomé&ru “seklinu” palidzibu, kas parvietojas pa strukttru, ko

sauc par sinapsém, kas lauj nervu Stinai nodot elektrisko vai kimisko signalu citai nervu $iinai.
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Kopgjais patologiska tau daudzums AD smadzengs ir saistits ar slimibas stadiju un smagumu
(Ellison, 2019).

Tau ka sakotngji izlocitam proteinam ir maz tendences uz agregaciju struktiira.
Pieradijumi ir atklajusi, ka tau molekula varétu biit nosliece uz konformacijas izmainam,
veidojot saspraudei lidzigu struktiiru N-gala, C-gala un MBD klatbutng. Saspraudei Iidziga
forma var noverst tau veidoSanos. Kad $1 struktiira ir sabojata, pieméram, hiperfosforilgjoties,
Sie tau molekulas inhib&josie domeni tiks neitraliz&ti un péc tam tau proteini pats samontesies
PHF juceklos. Tau apkopoSanu var ietekmét posttranslacijas modifikacijas. Jo 1pasi tiek
pienemts, ka fosforiléSana ka AD raksturiga iezime veicina tau agregaciju. Citas post-
translacijas modifikacijas parada ar1 kavéjosu vai veicinosu efektu uz fau agregaciju, ieskaitot
O-GlcNAcilaciju, deamidaciju, izomerizaciju, metiléSanu (Gao et al., 2018).

Parasti fau fiziologisko funkciju realiz€$anai ir nepiecieSams atbilstoSs fosforilésanas

daudzums, turpreti hiperfosforiléts stavoklis samazina ta biologisko aktivitati (Gao et al,

2018).

Tau proteinu fosforiléSanas stavokli galvenokart module dazadas proteinu kinazes un
fosfatazes. Tau fosforilé vairakas proteinu kinazes, kuras iedala tris grupas, ieskaitot prolinam
veérstas proteinu kinazes un tirozinkinazes. Konstatéts, ka AD pacientu smadzenés bija
vairakas So kinazu kombinacijas, kas nozimé, ka vini vargtu but iesaistiti fau fosforiléSana.
Bez tam fau proteinu var fosforilet ar1 tirozinkinazes, ieskaitot Src gimenes kindzes (SFK),
FYN un ABL gimenes kinazes. V&l vairak, tau hiperfosforilésanos var izraisit ari fosfatazu,
tai skaita proteinu fosfatazesl (PP1, PP2A, PP2B, PP2C un PP5) nomaksana, starp kuram
PP2A ir galvena fosfataze un veido vairak neka 70% no fau fosfatazes aktivitate cilveka
smadzen€s. PP2A tiesi regulé fau fosforiléSanu vai, regul€jot vairaku tau proteina kinazu
aktivitati. Tika nove@rots, ka PP2A aktivitate ir samazinajusies par 50% AD slimnieku
smadzenés (Gao et al., 2018).

Eksperimentalie petijumi rada, ka fau agregacija ir butiska tau izraisitajai toksicitatei.
Tau agregacija var samazinat $kistosa funkcionala tau limeni, atdalit citus §tinu komponentus
vai kavet aksonalo transportu, galu gala izraisot neirodegeneraciju (Gao et al., 2018).

Tau var iedalit Cetros regionos: N-terminalaja regiona, ar proliniem bagataja doména,
mikrotubulus saisto$aja doména un C-terminalaja regiona. Cilvéka tau geéns — ar
mikrotubuliem saistits proteins tau, satur 16 eksonus un alternativus 2., 3. un 10. eksona
savienoSana rada seSas izoformas, kur$ izstrada instrukcijas proteinu sasniegSanai, S$1s proteins

atrodas visa nervu sisttma, ka ari nervu S$inas (neironos) smadzen€s. Tas ir iesaistits
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mikrotubulu, veido Siinas struktiiru — citoskeletu. Mikrotubulas palidz Siinam saglabat savu
formu, palidz $tnu daliSanas procesa un transport€Sana. 7au proteini satur 85 potencialos
serina, treonina un tirozina fosforilésanas vietnes, un normalos apstaklos fosforiléSana palidz
saglabat citoskeleta struktiiru. Ir zinams, ka tau nenormala fosforiléSanas veicina AD, slimibas
patologija, ar AD smadzeném identifictas aptuveni 45 specifiskas fosforilésanas vietnes. Tau
tieck paklauts vairakam post-translacijas modifikacijam papildus fosforilesanai, ieskaitot
glikoliz€Sanu, glikaciju, saisinasanu, nitréSanu, oksidé€Sanu, poliamin€Sanu un agregaciju
(Martin et al., 2011; Noble et al., 2013).

PlaksniSu un intracelularu NFT uzkraSanas ir saistita ar AD simptomiem un izraisa
neironu bojajumus un navi. Tagad tiek uzskatits, ka SkistoSie AP un tau darbojas tandéma,

neatkarigi no to uzkrasanas plaksnés un juceklos, lai virzitu neironus uz slimu stavokli.

Saparoti
Tau hiperfos- spiralveida Tau neirofibrilarie
Neirons Mikrotubuls
__ i forileSana pavedieni (PFS) mezgli {NFT)
e Mikrotubulu
% ' atslanoSanas
N

1.2.4.2. attéls. Neirofibrilaru mezglu veidoSanas ar fau proteinu palidzibu tadas
tauopatijas ka AD (Haas et al., 2010).

Patologiskos apstaklos fau kliist hiperfosforiléta un atdalas no MT. Péc tam fosforiléts
tau agregats, veidojot saparotus spiralveida pavedienus (PHF) un NFT (Haas et al., 2010).

AD gadijjuma intracelulara Skistosa AP Ilimena paaugstinasanas noved pie tau
patologiskas fosforilésanas un ta atbrivosanas no MT $kisto$a monoméra forma. Reaggjot uz
AB, tau tiek parvietots no aksoniem uz neironu somatodendritiskajiem nodaltjumiem. Seit tau
var saistit un atdalit Src tirozinkinazi, fyn, mainot ta lokalizaciju. Paaugstinats fyn limenis
pavada paaugstinatu fau limeni dendritiskajos mugurkaulos, laujot fosforilet un stabilizet
uzbudinosos GluN2B NMDA receptorus. Tas uzlabo glutamata signalu parraidi un izraisa
intracelularo Ca*‘iepludi, kas pastiprina AP toksicitati. Kalcija izraisita eksitotoksicitate var

sabojat post-sinaptiskas vietas un izraisit mitohondriju Ca*‘parslodzi, membranas
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depolarizaciju, oksidativo stresu un Stnu apoptozi. Ekstracelularie pusliSi var but iesaistiti
patologiska AP un tau izplatisana AD méru un NFT prionveidigaja izplatiba (Vingdeux et al.,
2012). Jaunas terapeitiskas stratégijas AD arstéSana var ietvert AP izraisitas, no tau atkarigs
NMDA receptoru aktivitates pastiprinasanas novérsanu, samazinot fyn19 dendritu [imeni vai

tieSi merkejot uz fau (Murray et al., 2015).
1.2.5. Tauopatiju arsteSana

Antisense oligonukleotidu, kas versta pret mutacijas izdzivoSanas motora neironu 1.
génu (SMN1) mugurkaula muskulu atrofijas arstéSanai, kam raksturigas apaks€jo motoro
neironu izmainas. Smadzenu traumas pétfjumos ar pelém, kuras arst€ja ar antivielam, kas
veérstas pret fosfo-tau (p-tau), tika zinots, ka tas apturgja tau oligoméru un kompleksu
veidoSanos, nelava kaitigam tau izplatities kaiminu $iinas, samazinaja smadzenu atrofiju un
atguva ilgstoSu potencialu (Arendt ef al., 2016; Bezard et al.,2013).

Ir zinots, ka metformins, kas nomac aknu glikozes razoSanu neironu $iinu modeli ar
rezistenci pret insulinu, noverS tau fosforiléSanos (Sarazin et al, 2003). P&tijumos ar fau
transg€niem zinots par patologiskas tau fosforilésanas samazinasanos, ka ari ar fau SkelSanas,
agregacijas, sinaptisko sabrukumu un pakalgjo ekstremitasu atrofijas palielinasanos (Maccioni

et al., 2009).
1.2.6. Metformins

Metformins (METF) ir antihiperglikémiskais biguanidu grupas lidzeklis, ko izmanto 2.
tipa cukura diabéta arstéSanai. METF tiek uzskatits par antihiperglikémisku Iidzekli, jo tas
pazemina glikozes koncentraciju asinis 2. tipa diab&ta gadijuma, neizraisot hipoglikémiju.
METF parasti tiek aprakstits ka sensibilizators pret insulinu, izraisot insulina rezistences
samazinasanos un kliniski nozimigu insulina Iimena samazinaSanu plazma tuksa dasa.
Pacientiem, kuriem diagnostic€ts 2. tipa cukura diabéts, insulins vairs nerada pietickamu
iedarbibu uz audiem un $iinam (insulina rezistence), ka ar1 var but ar1 insulina deficits. METF
samazina glikozes razoSanu aknas, samazina glikozes uzstkSanos zarnas un paaugstina jutibu
pret insulinu, palielinot gan periféro glikozes uznemsanu, gan izdalisanos (DrugBank, 2020).
METF labveligas darbibas ir atklatas pat arpus diab&ta arst€Sanas, un to uzskata par vienu no
daudzsolosakajam zaléem, kas potenciali varétu paléninat novecoSanos. METF ietekme uz
smadzenu darbibu un metabolismu nav daudz pétita, nemot véra, ka smadzenes izmanto

glikozi ka energijas metabolisma substratu. P&tijja METF ietekmi uz lokomotoram un
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kognitivajam funkcijam uz pelém ar normoglikémisku stavokli. METF uzlaboja lokomotoros
un lidzsvara raditajus, vienlaikus hroniskas arst€Sanas laika izraisot anksiolitisku efektu un
trauc€jot kognitivas funkcijas. Veica in vitro testus un metabolisma analizes pelém, lai
novértetu METF iedarbibu uz smadzenu metabolismu. METF samazinaja ATP limeni un
aktivizéja AMP-aktivétu proteinu kinazes (AMPK) celu pelu hipokampa. METF inhib&ja
oksidativo fosforilesanos un paaugstinatu glikolizi, inhib&jot mitohondriju glicerina-3-fosfata
dehidrogenazi (mGPDH) in vitro terapeitiskas devas. Secinot, petijums pieradija, ka METF
terapija ietekmé smadzenu bioenergétiku ar kombin&tu iedarbibu uz lokomotoru un kognitivo

smadzenu darbibu pelém, kuri neslimo ar diab&tu (Wenjun et al., 2019).

Jaunakie epidemiologiskie pétijumi liecina, ka arstéSana ar METF noveérS diabéta
slimnieku kognitivo samazinaSanos. Kliniskaja eksperimentala pétijjuma tika atklats, ka
pacientiem ar viegliem kognitiviem trauc€jumiem, izmantojot METF, notiek kognitivi
uzlabojumi. Prekliniskie pétijumi liecina, ka METF samazina Alcheimera lidzigu patologiju
AD pelu modelos. P&tijuma izmantoja 11 méneSus vecas SAMPS peles. Pelém astonas nedé€las
katru dienu tika ievaditas METF devas pa 20 mg / kg / sc vai 200 mg / kg / sc. P&c Cetram
nedélam peles tika parbauditas T-labirinta ar izvairiSanos no Soka, priekSmetu atpaziSanu un
Barnesa labirintu. METF uzlaboja gan ieguvi, gan aizturi SAMPS8 pelém, T-labirinta Soka
izvairiSanas, jaunu objektu atpaziSana un iegtiSanu Barnes labirinta ar abam METF devam.
METF uzlaboja maciSanos un atminu spontanas sakSanas AD SAMPS peles modeli
Biokimiska analize norada, ka METF uzlaboja atminu, samazinot APPc99 un pTau (Farr et
al., 2019).

METF plasi izmanto ka pretdiab&ta Iidzekli, ir daudz ietekmes uz cilvéka metabolismu.
Balstoties uz jauniem S§tnu, dzivnieku un epidemiologiskiem pétijumiem, tika izvirzita
hipotéze, ka METF izraisa smadzenu metabolisma izmainas diab&ta pacientiem. Smadzenu
metabolisma ietekm@to peréklu izp€tei izmantoja 2-deoksi-2- [18F] fluoro-D-glikozes (FDG)
pozitronu emisijas tomografiju 2. tipa diab&ta pacientiem, kuri lieto METF un kuri nelietoja
metforminu (neMETF). Salidzinot ar neMETF grupu, statistiska parametriska kartéSana
paradija, ka METF grupa bija klasteri ar ievérojami augstaku metabolismu labaja temporalaja,
labaja frontalaja un kreisa pakausu daivas baltaja viela un zemaku metabolismu kreisaja
parahipokampa girusa, kreisaja fusiformu girusa un ventromediala prefrontala garoza.
Korelacijas analizes liecina, ka atteikSanas no METF samazina ta ietekmi uz baltas vielas

hipermetaboliskam izmainam, kuras ir atkarigas no ilguma. Tom&r hipometabolisma
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atjaunoSana PH, FG un VMPFC nebija nozimigi koreléta ar metformina izdaliSanas ilgumu

(Huang et al.,, 2014).

Jaunakie prekliniskie un kliniskie pétijumi liecina, ka METF ne tikai uzlabo hronisku
iekaisumu, uzlabojot vielmainas parametrus, pieméram, hiperglikémiju, rezistenci pret
insulinu un aterogénu dislipidémiju, bet arl tam ir tieSa pretickaisuma darbiba. P&tfjjumi
liecina, ka METF nomac iekaisuma reakciju, nomacot nuklearo faktoru kappa B (NFxB) caur
AMPK atkarigiem un neatkarigiem celiem (Saisho, 2015). METF daudzos gadijumos nomac
iekaisumu un mazina vai novérS iekaisuma faktorus, galvenokart caur atkarigiem
mehanismiem un dazreiz neatkarigi no AMPK $iinu Itment un, izmantojot citus veidus,
sistematiskajos Itmenos. Tas ir efektivs samazinot oksidativa stresa faktoru Iimeni, regulgjot
Stnas antioksidanta sisttmu. METF var biit piem&rota arst€Sanas iesp&ja daudzam slimibam,
kuru patogenézg ir nozime iekaisuma procesos un oksidativaja stresa. NFkB ir transkripcijas
regulators, kas iesaistits iekaisuma. Regulgjot signalizaciju, Sis faktors var izjaukt vairakus
iekaisuma procesus, $tinu navi un audu iznicinaSanu. Parbaudg, ko veica pelém ar muguras
smadzenu traumam, tika atklats, ka tadas sarezgitas reakcijas ka lokals iekaisums kopa ar
mikroglijas proliferaciju un aktivizéSanu, fagocitu infiltraciju un palielinato pre-iekaisuma
citokinu razosana notick. METF var ierobezot neironu bojajumus izmantojot piemeroto
pretiekaisuma efektu NFxB ekspresijas samazinaSana (Dehkordi et al., 2019).

METF var ievérojami samazinat neiroiekaisumu un samazinat neironu diab&ta
dzivnieku hipokampa, kas velak var veicinat telpiskas atminas uzlaboSanos. Salidzinajumi ar
METF devam no 100 Iidz 200 mg /kg paradija, ka ped&jais ir efektivaks rezultats STZ
eksperimentalajas analizes. Jaatzime, ka METF var biit terapeitiska alternativa pacientiem ar

DMTT1, kuriem ir kognitivi trauc€jumi (Oliveira et al., 2016).

METF - plasi lietots medikaments, veicina neirogenézi un uzlabo telpiskas atminas
veidosanos. Netipisks PKC-CBP cel§ ir bitisks normalai neirogenézei no neironu
prekursoriem un METF aktivize $o celu, lai veicinatu grauzgju un cilvéku neirogenézi kultiira.
METF ar uzlabo neirogenézi pieauguso pelu smadzenés no CBP atkariga veida, un tada veida
uzlabo telpiskas apgrieSanas maciSanos tidens labirinta. Tadejadi METF, aktiviz&jot aPKC-
CBP celu, veicina neironu cilmes Stnas un uzlabo neironu funkcijas, tadéjadi nodroSinot

kandidattematologisko pieeju nervu sistémas terapijai (Wang et al., 2012).

Izmantojot pelu primaros neironus no savvalas tipa un cilvéka fau transgénam pelém,
pieradija, ka pretdiabéta lidzeklis METF inducé PP2A4 aktivitati un samazina tau

fosforileésanos no PP2A atkarigajos epitopos in vitro un in vivo. ST tau defosforilesanas spéja
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var bit pilniba blokéta ar PP24 inhibitoriem okadainskabe un fostriecins, apstiprinot, ka

PP24 ir svarigs noverota starpnieks efektus (Kickstein et al., 2018).

Pretdiabéta zalém potenciala AD arst€Sana parada, ka insulinu sensibiliz&joSais
pretdiabéta lidzeklis METF (Glucophage®) palielindgja Ap veidosanos, kas ir viens no
galvenajiem AD patologiskajiem raksturlielumiem, veicinot APP $kelSanos B un y-sekretazes
starpnieciba SH-SYSY S§tnas. METF izraisija autofagosomu uzkrasanos 7g6799 AD modela
peles. Ipasi augsta y-sekretdzes aktivitate tika konstateta ari autofagiskos vakuolos,
acimredzot jauna AP peptidu generéSanas vieta. Sie dati kopa liecina, ka METF izraisita
autofagosomu uzkrasanas izraisija palielinatu y-sekretazes aktivitati un AP veidoSanos.
Papildus eksperimenti pieradija, ka METF palielina AMP aktivétas proteinu kinazes
fosforilésanos, kas aktivizé autofagiju un izraisa patologisku autofagosomu uzkrasanos (Son

etal., 2016).
1.2.7. Glikozes hipometabolisma loma Alcheimera slimiba

AD ietekm& gan neokorteksu, gan hipokampu, ta¢u patologija nav vienveidiga vai ta
ietekmé visus Suinu veidus. Fizikalas un kimiskas ipasibas, funkcionalas 1pasibas, un neironu
atraSanas vieta ietekm€& to varbutibu tikt ietekm&am. Jo 1paSi AD ir visvairak bojato
lielprojekcijas neironu ar saméra garu aksonu. Siem neironiem ir augstas energijas prasibas
(t.i., augsts metabolisma atrums) un tapéc smadzenes atkarigas tikai no glikozes ka energijas
razoSanas substrata, to darbiba ir tieSi atkariga no glikozes pieejamibas un lietoSanas ka arT no
aksonu transporta (retrogradi un anterogradi) funkcionala atbalsta kortikokortikalas
projekcijas neironu aksoni parvietojas lielos attalumos, kas padara Sos neironus vairak
tend@tus uz vairaku savienojumu izveidoSanu un jutigakus pret citoskeleta disfunkciju; un
kam ir liels Siinu virsmas laukums, kas var palielinat iedarbibu uz toksiskiem vides apstakliem

(Mosconi et al., 2008).

Normalai sinapses funkcijai nepiecieSsams daudz koordinétu mehanismu, ieskaitot tadu
génu produktu generéSanu, kas ir atbildigi par veidoSanos un membranu kompleksu
uzturéSanu, mRNS, proteinu raditajus; vezikulu izplatiSana, atbrivoSanas un atkartotas
uzpemsSanas reguléSana. Lai visas §1s darbibas veiktu efektivi, ir japiegada pietickami daudz
energétisko izejvielu. Smadzen@s tiek ieglita briva energija, kas nepiecieSsama, lai vaditu
lielako dalu Stinu reakciju adenozina 5-trifosfata fosforiléSana, ko galvenokart razo
mitohondrijos no glikozes oksidacijas aerobos apstaklos. Tapéc ir glikozes limena traucgjumi,

metabolisms var biit loti tiess sinaptiskas disfunkcijas noteicgjs.
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Normala novecosanas procesa laika smadzenu $iinas iziet izmainas redoksa reakcijas un
piedzivo oksidativo stresu, traucSto energijas homeostazi un bojatu proteinu un lipidu
membranas, ka arT oksid€josas modificétas nukleida skabes bazes. Novecosana ir saistita ar
mitohondriju samazinaSanos funkciju un paaugstinata mitohondriju neaizsargatibu pret
toksiniem. Papildus izmainam mitohondrijos, neironiem ir ar1 traucéta glikozes uznemsana
normalam noveco$anas laikam, talak apdraudot vinu sp&ju uzturét jonu homeostazi un citas
no energijas atkarigas Stinas procesus. Daudzi ar vecumu saistiti energijas metabolisma
deficiti varétu biuit oksidativa stresa sekas. Parmérigs oksidativais stress savukart var radit
nelabvéligu Stnas vidi, kas paklauj individiem paaugstinatu patologisko bojajumu attistibas
risku. Brivo radikalu novecosanas teorija lick domat, ka oksidativais stress ir galvenais
degeneracijas spélétajs $anu skaitam. Stnu cikla traucgjumi ir viens no agrakajiem
notikumiem AD, jo vecums ir primarais riska faktors lielakajai dalai AD gadijumu.
Patogenézg ir iesaistits oksidativais stress un slimibas progreséSana. Pieaugo$s pieradijumu
kopums norada, ka tas ir nepilnigs vai mainits energijas metabolisms varétu mainit vispargjo
neironu oksidativo mikrovidi AD laika un tas patogenézi un progreséSanu, kas izraisa
mitohondriju enzimu izmainas un glikozes metabolisma AD smadzenu audos (Zilberter et al.,

2017), (Mosconi et al., 2008).

Vairaki FDG-PET pétijumi liecina, ka smadzenu glikozes hipometabolisms galvenajos
smadzenu regionos atSkiras AD gadijjuma no normalas noveco$anas. Pirms kognitivas
kognitivi normalos subjektos ar subjektivas atminas stidzibam, kuri ir APOE4 genotipa
nesataji. Regionala smadzenu metabolisma glikozes patérina samazinajums tika noveérots ar
FDG-PET pirms slimibas sakuma vairakas riska grupas, ieskaitot pacientus ar viegliem
izzinas trauc€jumiem, biezi vien individi, kas parn€sa mutacijas (Zilberter et al., 2017).

Viena pétijuma ar FDG-PET pétija, vai smadzenu metabolisma glikozes patérina
samazinajums, kas iepriek§ tika konstatéti kognitivi veseliem vidéja vecuma APOE4
nes€jiem, attiecas uz Latmamerikanu un Meksikas amerikanu iedzivotajiem. 11 APOE4
nésatajiem un 16 nésatajiem no Arizonas latinu kopienas darbiniekiem un bezdarbniekiem,
kuru vidgjais vecums 54 gadi, demences gimenes anamnézes, kliniskajiem vértéjumiem un

neiropsihologisko testu rezultatiem (Langbaum et al., 2010).
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1.2.8. Neiroiekaisuma loma Alcheimera slimiba

Neiroiekaisums — process, kas saistits ar vairaku neirodegenerativu traucéjumu rasanos,
un tas ir svarigs AD patogenézes un progreséSanas veicinatajs. Vairaki bojajuma signali,
pieméram, traumas, infekcija, oksidgjosi lidzekli, redoksdzelzs, tau oligoméri un AP, izraisa
nervu iekaisumu. Faktiski neiroiekaisums ir atbildigs par proinflammativo citokinu
patologisku sekréciju, ierosinot signalcelus, kas aktivizé smadzenu tau hiperfosforiléSanos
atlikumos, kuri nav modificéti normalos fiziologiskos apstaklos. Ir pieradijumi tam, ka AD
patogenéze neaprobezojas tikai ar neironu nodalfjumu, bet ietver spécigu mijiedarbibu ar
smadzenu imunologiskajam $tinam, piem&ram, astrocitiem, mikroglijam un imtn§tnam. Tas
infiltr&jas no periférijas, kas varétu dot ieguldijumu neiroinfekcijas un modifikacijas procesa
(Maccioni et al., 2009).

Neiroinfekcijas gadijuma iekaisums ir pamata imiina atbilde, kas paredzeta, lai
pasargatu kermeni no kait€juma, rodas no endogé€niem un eksogéniem faktoriem. Ta ka
smadzenes ir kontrolsistémas imiinsistémas $tna, mikroglijas pirmas reagé uz infekciju vai
audu traumu un ierosina iekaisuma reakciju. Izmantojot pilnu imiino receptoru klastu,
piemé&ram, toll - like veida receptorus (TLR), nukleotidus saistoSos oligomerizacijas doménus
(NOD), NOD Iidzigus receptorus un daudzus savac€ju receptorus, mikroglijas ka ar1 citas
CNS s$tnas, pieméram, astrociti sp&j atpazit kaitigus stimulus un reagét, razojot iekaisuma
citokinus, piem&ram, TNFa, IL-6, IL-1p, y-interferonu (IFNy) un vairakus kemokinus (Cherry
etal., 2014).

Arvien vairak pieradijumu liecina, ka AD patogenéze neaprobezojas tikai ar neironu
nodalijumu, bet gan spécigi mijiedarbojas ar smadzenu imunologiskajiem mehanismiem.
Nepareizi salociti un agreg€ti proteini saistas ar modela atpaziSanas receptoriem mikro- un
astroglijas un izraisa iedzimtu imiino reakciju, ko raksturo iekaisuma mediatoru izdaliSanas,
kas veicina slimibas progreséSanu. Genomas plasa analize liecina, ka vairaki géni, kuri
palielina sporadiskas AD risku, kodé faktorus, kas regulé nepareizi salocitu proteinu klirensu
un iekaisuma reakciju. Ar&jie faktori, ieskaitot sist€émisku ickaisumu un aptaukoSanos,
iesp&jams, traucé smadzenu imunologiskos procesus un vEl vairak veicina slimibas
progreséSanu (Honeka et al., 2015).

Mikroglijas ir centralas nervu sistémas makrofagi. Tiem ir galvena loma smadzenu
attistiba un fiziologija dzives un novecoSanas laika. Aprikoti ar dazadiem molekulariem
sensoriem, izmantojot dazadas funkcijas, ir kritiski iesaistiti smadzenpu homeostazes
uzturéSana. AD gadijuma sakotngji tika uzskatits, ka mikroglijas reakcija ir nejausa un to
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izraisa AP nogulsnes un distrofiski neiriti. Nesenie genoma meroga asociacijas pétjumi
atklaja, ka lielaka dala AD risku ir atrodami génos, kas izteikti un dazreiz unikali izpauzas
mikroglijas. Kalcija signalierices ir otrais galvenais kurjers gandriz visu $iinu tipos un ir
svarigas normalai CNS darbibai. Ca*pastarpina daudzas mikroglijas funkcijas. Ipasi
mikroglijas reakcija ir saistita ar intracelularu kalcija palielinaSanos - procesu, kas
nepieciesama citokinu un hemokinu izdaliSanas ierosinasanai (Hemonnot et al., 2019).

Arvien vairak pieradijumu norada, ka starp neironu bojajumiem un mikroglijas
aktiviz€Sanu pastav savstarp€ja veicinoSa saistiba. No vienas puses, neironu bojajumi var
veicinat nelielo toksicitati, lai aktiviz€tu $iinas, citokinu parakrinu un autokrino signalu, kas
var izraisit ilgstoSu mikroglijas aktivizaciju. No otras puses, mikroglijas hronisku aktivizéSanu
var izmantot ka smadzenu citokinu aktivo brivo radikalu organizaciju, Sie faktori kopa veicina
neironu bojajumus un veido apburto loku. Uzskatita par hronisku neironu degeneraciju ka
svarigu mehanismu seksuali transmisivas slimibas procesa. Zales, kas kavé mikroglijas
aktivizé$anu, zinama méra var aizsargat dopaminergiskos neironus, tam ir liela nozime ari

dopaminergisko neironu traumu zaud&Sanas procesa no mikrogliju aktivizacijas puses (Li et

al., 2014).

CNS astrociti ir glijas Stinas, kas veic butiskus uzdevumus. Tas ietver energijas
metabolismu, neirotransmisiju, jonu un tdens stabilu Iimeni, ka arT imiino aizsardzibu un
kontrolé viet§jo asins pluismas / skabekla limeni. No neironu cilmes S$tnam astrociti
diferencgjas apakstipos, kas atSkiras no dzivnieku sugam. Cilvéka smadzenu garozas astrociti
ir izturigaki, citologiski un funkcionali sarezgitaki, kontrolé plasakus doménus un atrak
izplata kalcija signalus neka vinu grauzgju kolégi. Vini aktivi piedalas CNS homeostazes
uzturéSana un funkcion@Sana, sadarbojoties ar neironiem, citiem glijas Stinu veidiem un
smadzenu asinsvadu Stinam (Dal Par ef al, 2018). Astrocitu funkcijas izmainas novérotas
smadzengs cilvékiem ar AD, ka art AD in vitro un in vivo dzivnieku modelos. Ir pieradits, ka
AP klatbiitne traucé gliotransmisiju, neirotransmiteru uzpemsanu un maina kalcija signalu
astrocttos. Turklat astrociti eksprese APOE un ir iesaistiti AP razoSana, sadaliSana un
nonems$ana. Ka ari astrocitu izmainas, kas notieck pirms citam AD nov@rotajam
patologiskajam ipasibam, norada uz agrinu astroglijas ieguldijumu $aja slimiba. Astrociti
piedalas centralas nervu sistémas iekaisuma un iminas atbildés reakcijas. AP klatbiitne
aktivizé dazadus Siinu receptorus un intracelularos signalu parnesanas celus, galvenokart
uzlaboto glikacijas gala produktu receptoru un kodolfaktoru aktivéto B Stinu keédes
pastiprinataju NFxB celu, kas ir atbildigs par pro-iekaisuma citokinu transkripciju un

kemokinu astrocitos. So pretiekaisuma Iidzeklu izdaliSanas var izraisit $tinu bojajumus vai pat
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stimulét AP veidoSanos astrocitos. Turklat AP izraisa oksidativa stresa (OS) paradiSanos un
reaktivo skabekla sugu un reaktivo slapekla sugu veidosanos astrocTtos, cita starpa ietekmégjot
intracelularo kalcija Iirmeni, NADPH oksidazi (NOX), NFkB signalus, glutamata uznemsanu

(palielina risku eksitotoksicitate) un mitohondriju funkciju (Gonzales-Reyes et al., 2017).

Viena pétijuma parbaudija saistibu starp neiroiekaisumu un funkcionala savienojamibas
trauc€jumiem liela méroga tiklos un to kopigo ietekmi uz izzinas trauc&jumiem. Apvienojot
izohinolina karboksamidu, kas selektivi saistas ar periféro benzodiazepinu receptoru, PET un
miera stavokla funkcionalas magnétiskas rezonanses atteélveidoSanu (28 pacientiem: 12
sievietetm un 16 virieSiem ar iesp&jama AD vai vieglu izzinas traucgjumu klinisko diagnozi ar
pozitivu PET biomarkieri amiloida un 14 pusaudzus ar izglitibu veseligas kontroles: 8
sievietem un 6 virieSiem. Uz avotu balstitu “iekaisumu” izmantoja, lai visiem dalibniekiem
izdalitu PET signala dispersijas galvenas sastavdalas. Vairaki linearie regresijas modeli
identificja signala kovariacijas avotus starp neiroinflammaciju un smadzenu savienojumu
profiliem saistiba ar diagnostikas grupu (pacienti, kontrole) un izzinas stavokli. Pacientiem
bija ieverojami augstaka izohinolina karboksamida saistiSanas salidzinajuma ar kontrolém
sadalita telpiska modeli, ieskaitot hipokampu, frontalo un zemako laika garozu. Pacientiem ar
pastiprinatu slodzi uz S$o saistiSanas sadalijjumu bija diftiza patologiska funkcionala
savienojamiba. Spécigakas asociacijas izpausme starp $adu patologisku savienojamibu un
augstaku neiroinfekcijas Iimeni korelgja ar sliktaku kognitivo deficitu. P&tijums liecina, ka
neiroiekaisums ir saistits ar tikla funkcijas patofiziologiskam izmainam, kas ir AD kognitivas
nepilnibas. Neiroiekaisums un ta saisttba ar funkcionali nozimigu smadzenu tiklu
reorganizaciju tiek ierosinats ka mérkis toposajam imunterapijas strat€gijam, kuru merkis ir
noverst vai paléninat demences rasanos. Petfjums sniedz skaidrus pieradijumus tam, ka in vivo
neiroickaisums AD pasliktina liela méroga tikla savienojumu; un ka saikne starp
neiroiekaisumu un funkcionala tikla savienojumu ir bitiska izzinas trauc€jumi (Passamonti et

al., 2019).

Iba-1 ir citoplazmatisks proteins, kas izteikts monocitu cilmes $iinas un smadzenés, un
galvenokart ierobezots ar mikroglijam. Lai arf tiek uzskatits, ka ta ekspresija palielinas lidz ar
mikroglijas aktivizéSanu, kur tas var biit iesaistits membranas sabojasana un fagocitoze
(Hopperton et al., 2018).

Acetilholinesteraze (AChE) ir holinergiskas nervu sist€mas galvenais enzims, kas
parasti tiek saistita ar AP platniteém un NFT. AD progres€sanas laika pasliktinas daudz dazadu
veidu neironu, kaut ari ir piedzivoti pamatigi prieks€jas smadzenu holinergisko neironu

zudumi, ko papildina progres€joss AChE samazinajums. Tiek ietekméts gan acetilholina
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sintez&josais enzims holina acetiltransferaze (ChAT), gan AChE. Terapijas, kas paredzetas
holinergiska deficita novérsanai, liclakoties balstas uz holinergiskas funkcijas nozimi izzina.
Neskatoties uz kop&jo AChE aktivitates samazinasanos AD smadzenés, pasreizg§ja AD
terapija lielakoties balstas uz AChE inhibitoriem, kas pastiprina holinergisko transmisiju, bet
kuriem ir pieticiga un Tslaiciga terapeitiska iedarbiba. AChE var pastavét vairakas dazadas
molekularajas formas, kuram ir specifiski izpausmes modeli dazados Stinu tipos (Garcia-

Ayllon et al., 2011).

SYP-1 ir transmembranas glikoproteins, kas atrodams mazos nervu S$iinu
presinaptiskajos piisliSos un neiroendokrino $iinu mikrovezikulas. SYP ir svarigs sinaptiskais
markieris, kas lauj, izmantojot gaismas un konfokalo lazera mikroskopiju, iegiit ticamus datus
par centralas nervu sist€émas sinaptisko struktiru morfologisko organizaciju. Funkcionala
loma §tina un SYP ir imiinhistokmijas izmantoSana sinaptisko kontaktu markéSanai (Kolos et

al., 2015).
1.2.9. Smadzenu neirogenéze

Neirodegenerativie apstakli, kas saistiti ar kognitivo pasliktinaSanos, ieskaitot AD, biezi
tiek saistiti ar dendritisko mugurkaula smadzenu skaita un formas izmainam pirms neironu
naves. AD neirodegeneracijai ir raksturigas izmainas neirotransmiteru ekspresija, A proteinu
uzkrasanas (AP platnites), ka ar1 plaSa m&roga neironu nave un neironu atrofija slimibas beigu
faz€. Atminas defekti un citas kognitivas funkcijas sakotn€jas slimibas stadijas ir saistitas ar
izmainam hipokampa un entorhinalaja garoza. AD laika pat 80% hipokampu neironu var
nomirt, un §is progresgjosais zaudejums ir acimredzams kognitivas izmainas un citi simptomi,
kas novéroti AD pacientiem. Stnu tipi, kurus ietekm& AD ir locus ceruleus, smadzenu
stumbra kodoli (piem&ram, raphe nucleus), retikulara veidoSanas, amigdala, substantia nigra,
striatums, hipotalams, talamus un claustrum, ka ari atseviski smadzenu garozas regioni.
Ietekmétie neironu tipi dazados regionos atSkiras atkariba no neirotransmiteru,
neiromodulatoru un neiropeptidu ekspresijas. Degenerativa procesa rezultata rodas smadzenu
atrofija un neironu zudums. Slimibas patobiologija ietekmé ari neneironu S$anas:
oligodendrocitus, astrocitus, mikroglijas un koroidalais pinums notiek visos degenerativos

procesos (Kocahan et al., 2017).

Pieaugus$a cilvéka vecuma jaunu neironu pievienoSana fiziologiskos apstaklos notiek
dabiski divos smadzenu regionos — sanu kambara/rostralas migracijas pliisma un hipokampala

dentate gyrus (DG). Pédgjas desmitgades hipokampala DG nozime arvien pieaug. ST atbilstiba
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ir izskaidrojama ar to, ka ta piedalas atminas iegiiSana, apstradeé un konsolidacija. Turklat ir
parliecinosi pieradijumi, ka pieauguso hipokampu neirogenézi (AHN) limenis cilvékiem
saglabajas pieaugusa cilveka vecuma. Hipokampu un $§is struktiiras galvenos efektus
entorinaja garoza smagi ietekmé neirodegenerativas slimibas kopuma un jo ipasi AD, kas ir
viena no lielakajam misdienu slimibam. Stavokla neiropatologiskas pazimes ir fau NFT un
AP senilas platnites. Turklat atseviskiem jutigiem smadzenu regioniem ir vispar€js nervu
plastiskuma trikums wun izteiktas sinaptiskas izmainas, v€l nearst€jamas slimibas
progresésanas laika. Vienu no Siem regioniem, hipokampu, raksturo nepartraukta jaunu
neironu pievieno$ana visa dzives laika. ST paradiba, kas nosaukta par AHN, nodrosina
potenciali bezgaligu jaunu sinaptisko elementu avotu, kas palielina hipokampu sh&mas
sarezgitibu un plastiskumu. Daudzas liecibas liecina, ka fiziskas aktivitates un apkartgjas
vides bagatinasana ir vieni no spécigakajiem pozitivajiem AHN regulatoriem. Nemot véra to,
ka daudzas neirodegenerativas slimibas neironu plastika ir ievérojami samazinata, dazu
dzivesveida izmainu, piemeram, fizisko aktivitaSu palielinaSanas, terapeitiskais potencials tiek
atzits vairakas nefarmakologiskas stratégijas, kuru mérkis ir paléninat vai novérst $o slimibu
progreséSanu. Hipokamps un ta galvena aferenta struktiira, entorina garoza, ir divas no
pirmajam jomam, kuras ietekm& AD progresésana. Sajos smadzenu regionos neironiem ir
morfologiskas izmainas, ka arT izteikts vinu aferento un eferento savienojumu samazinajums.
Nepartraukta jaunu neironu pievienoSana trisinaptiskajai k&dei kalpo par nebeidzamu jaunu
sinaptisko savienojumu avotu, ko var precizi noregulét, reag€jot uz mainigo vidi vai
mainigajam informacijas apstrades prasibam. Saja sakara AHN ir paradijusies ka alternativa
stratégija neiroplasticitates saglabasanai hipokampa (Llorens-Martin, 2018).

Sinaptiskie zaud&umi ir cie$i saistiti ar AD kognitivajiem trauc€jumiem. Sinapses
zudums, iesp&jams, ir sinaptiskas disfunkcijas morfologiskais atspogulojums, kas sakas agrina
slimibas stadija. Agrini post-mortem smadzenu audu struktiras petijumi paradija, ka AD
pacientiem bija samazinats dendritisko mugurkaulu skaits un samazinats sinapses blivums
hipokampa un garoza, salidzinot ar smadzenu audiem, kas atbilst vecumam. Bija tieSa
korelacija starp palielinatu dendritisko mugurkaula zaud&umu un gariga stavokla
pasliktinasanos. Tap&c progresg€josa dendritisko mugurkaulu atrofija ir proporcionala AD
patogenéze un var bit precizs slimibas progresésanas raditajs (Kocahan et al., 2017).

Jaunaja pétijuma pétnieki atklaja, ka pelu apstrade vairaku méneSu laika ar P110
samazindja mikroglijas un astrocttu aktivitati un iekaisumu dzivnieku smadzenés. Turpmakos
eksperimentos, izmantojot kultivétas Stnas, atklaja, ka gan mikroglijas, gan astrociti var

izraisit bojatas mitohondriji sava apkartné un ka tie var sabojat un iznicinat neironus. Sie
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eksperimenti ari paradija, ka P110 var to blokét. Veseligas Siinas var izraidit ari
mitohondrijus, un tas nerada kaitg§jumu. Tomér iekaisusie mikroglijas un astrociti izraidija
bojatos mitohondrijus, kas bija naveéjosi tuvuma esosajiem neironiem. Atklaja, ka P110 spgja
pietiekami blok&t mitohondriju fragmentaciju mikrogliji un astrocitu iekSpusg, lai ievérojami
samazinatu neironu navi (Paddock, 2019).

Holinergiskas signalfunkcijas disfunkcija ir saistita ari ar traucétu RNS parstradi,
izraisot dendritu zudumu garozas neironos un BACEI proteina limena paaugstinasanos, kas
pieradits, ka paaugstinats vélinas AD stadijas. Hipokampu un ta darbibu bitiski ietekmé
holinergiska disfunkcija. Ir pieradits, ka holinergiskas projekcijas no mediala starpsienas
laukuma Iidz hipokampam ir ievérojami samazinatas AD pacientiem un AD peles modeli.
Turklat pacientiem ar AD ir novérots holinergisko receptoru limena pazeminasanas

hipokampa un samazinata AChE saisti$anas $aja regiona (Haam et al., 2017).
1.2.10. Alcheimera slimibas simptomi un riski

Smadzenu izmainas, kas saistitas ar AD, var sakties desmit gadus vai ilgak, pirms
cilveks sak izjust simptomus. Saskana ar Alcheimera asociacijas datiem visizplatitakais
agrinais AD simptoms ir griitibas atceréties tikko uzzinato informaciju, piemeéram, nesenas
sarunas, notikumus vai cilvéku vardus. Bet ne visiem sakotn&jas ir atminas problémas, un
daziem cilvékiem vispirms var mainities vigu uzvediba, valodas griitibas vai redzes
problémas (MacGill, 2018).

AD gaitu var iedalit sekojosas stadijas:

1. Agrinaja stadija — grutak apgiit jaunu informaciju, atrast pareizo vardu, lai kaut ko
aprakstitu, atcereties, kas tikko noticis — viegli izzinas trauc&umi (mild cognitive
impairment, MCI), vai planot un organizét darbibu, kurai nepiecieSama izpildvaras
darbiba.

2. Videja stadija — sp€ja skaidri domat kliist apgritinata. [lgtermina atmina biezi ziid, un var
samazinaties vizualas un telpiskas sp&jas ka rezultata cilveki var klejot vai pazust.
Emocionalas un uzvedibas izmainas, pieméram, nemiers un uzbudinajums, ir raksturigas
vid€ja posma, un tas var izaicinat rikoties gan tiem, kuri dzivo ar demenci, gan vinu

tuviniekiem.

3. Vélina stadija — fiziska darbiba ieveérojami pasliktinas, apgritinot tadus uzdevumus ka

staigasana, gérbSanas un &Sana. Galu gala persona ar vélinu AD stadiju klist pilniba
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atkariga no apriipétajiem, lai palidz€tu vinu pamatvajadzibu apmierinaSana (Heerema,

2020).

Alzheimer'y
disease

Healthy Veseligas Alcheimera slimiba

g

—_in ‘
Amyioid L .
Normals neirons Pl Amiloida platnites

1.2.10.1.attéls. Alcheimera slimibas gadijuma platnites ieskauj neironus un izraisa

smadzenu nervu Siinu navi (Nierenberg, 2019).

Neskatoties uz to, ka viens no AD riska faktoriem ir vecums, agrina AD skar cilvekus,
kas jaunaki par 60 gadiem, un daZas slimibas formas var biit arT iedzimtas. Tomér saskana ar
Nacionala novecoSanas institiita datiem slimiba ar agrinu sakumu veido mazak neka 10% no
visiem cilvékiem ar traucgjumiem. AD ar novélotu sakumu ir biezaka slimibas forma, un tas
pirmie simptomi var paradities p&c 65 gadu vecuma (Nierenberg, 2019).

Dazi svarigie riska faktori, pieméram, vecums un genétika, var palielinat AD tendenci.
Turklat ir arm modific€jami riska faktori arst§jamu medicinisko stavoklu un dzivesveida
izveles zina — kas spélé AD attistibu. Siem riska faktoriem ir savi biologiskie mehanismi, kas
var veicinat AD etiologiju un patologiskas sekas. Tadé| alternativa stratégija cinai ar AD
varétu but zinamo modific§jamo riska faktoru un ar tiem saistito slimibas mehanismu
noverSana, kas sevi ietver dzivesveida mainu, izvairiSanos no kaitigiem ieradumiem,
izvairiSanos no galvas smadzenu traumam, ka ar1 arstét tadas blakusslimibas ka asinsvadu
slimibas (hipertensija, insults, i§mija), diab&ts, depresija u.c. Sie faktori sp&j samazinat Ap
nogulsnéSanos un uzlabot kognitivos traucgjumus. Jaunakie pétfjumi ir aprékinajusi, ka
vairaku modificgjamu riska faktoru iejaukSanas var€tu noveérst Iidz 35% no demences
gadijumiem. Diétas, fizisko aktivitaSu un asinsvadu slimibu parvaldiba riska grupas gados
vecakiem cilvékiem faktiski var novérst kognitivas funkcijas pasliktinasanos. Tomer dazi

zinojumi liecina, ka izmainas Sajos ieradumos javeic agrina dzives posma, jo, modificgjot
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velak dzivesveida faktorus, iesp&jams, netiks samazinati MCI parveidoSanas par AD, lai gan

tas var uzlabot slimibas gaitu (Edwards et al., 2019).

1.3. Alcheimera slimibas terapija

AD arsteSanas izvéles joprojam ir limitetas. Pieejama farmakoterapija sniedz mérenu
simptomatisku efekta samazinajumu. Pastav arT nefarmakologiska terapija, kas ir loti noderiga
un nereti spgj uzlabot pacienta ikdienas funkcioné€Sanu tikpat labi ka medikamentoza
arst€Sana, pielieto to slimniekiem ar atminas zudumu, lai uzturétu smadzenu darbibu ,
darbojoties ar paligmaterialiem (kalendars, bildes u.c.), uzlabojot atminu, piem&ram, muzikas
terapija — aktiviz€ bazalos ganglijus un smadzenites, kas relativi nav skarti AD gadijuma, uz
kuru AD pacienti pozitivi reagg, regularie acrobie vingrinajumi — pastaigas, peldésana pozitivi
ictekm& slimibas gaitu, veicinot smadzenu (hipokampa) neirogenézi un ta uzlabojot
kognitivas sp&jas (Gudreniece et al., 2017).

Ir ierosinata AD agregacija, tau agregacija, metala dishomeostaze, oksidativais stress,
holinergiska disfunkcija, iekaisums un autofagijas mazinasana, pamatojoties uz
patofiziologiskam izmainam, kas rodas AD sak$anas un progres€Sanas laika. Paslaik nav
efektivas arstéSanas, tomér pasreizéja AD farmakologiska arstéSana ar zalém, piemé&ram,
holinesterazes inhibitori un N-metil-D-aspartata (NMDA) receptoru antagonisti uz
izmantoSanu vieglas, vid€ji smagas un smagas slimibas gadijuma, galvenokart palidz
parvaldit simptomus, tadgjadi noverSot vajadzibu péc jaunam metodém, ka ari rikoties ar AD
pamata esosajiem mehanismiem. Turpmaka terapija var optimizet paslaik pieejamas zales un
paléninat AD simptomu vai pat AD patologijas progreséSanu (Grossberg et al., 2019).
Holinesterazes inhibitori  (Rivastigminum, Donepezili — hydrochloridum  Galantamini
hydrochloridum) — ieteicams nozim&t uzreiz péc diagnozes uzstadiSanas, jo §1 medikamentu
grupa pozitivi ietekm& atminas saglabasanos, uzlabo kognitivas funkcijas pacientiem ar
meéreni un vidgji izteiktu AD, samazina uzvedibas trauc€jumus. NMDA receptoru antagonisti
(Memantini hydrochloridum) atSkiras no ta, ka §1 grupa der visam AD attistibas stadijam,
pozitivi ietekmé kognitivas funkcijas. Tas samazina uzbudinamibu un agresiju. Depresijas
arst€Sanai cilvékiem prieksrociba pielieto selektivos serotonina atpakalsaistiSanas inhibitorus
(Escitalopramum, Fluoxitinum, Citalopramum, Sertralinum). AD slimniekiem pielieto ari
antipsihotiskos medikamentus, ka uzvedibas simptomu arstéSanai izmanto Risperidonum, to

nozimeé pacientiem ar izteiktiem un smagiem psihiatriskiem un uzvedibas traucgjumiem. So
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medikamentu nozim&Sana un lietoSana javeic loti piesardzigi — mazas devas un uz 1su periodu,
jo tiem ir nopietnas blaknes, piem&ram, kognitivo funkciju pasliktinasanas, paaugstinatais

insulta risks, parkinsonisms un art mirstibas risks (Gudreniece et al., 2017).

Viena no arst€Sanas metodém varétu bit patogéno mehanismu A gadfjuma —
oksidativais stress. Skabekla metabolisms rada brivos radikalus, pieméram, reaktivos slapekla
veidus un reaktivos skabekla veidus, ieskaitot superoksida anjonu un hidroksilradikalu. Viena
no agrinam izmainam, kas novérotas AD pacientiem, ir palielinats oksidativais bojajums. Ir
pieradits, ka 8-hidroksideoksiguanosina un 8-hidroksiguanozina (DNS un RNS oksidacijas
markieri), 4-hidroksinonenala un F2-izoprostanes (lipidu peroksidacijas markieri), proteinu
karbonilu un 3-nitrotirozina (proteinu oksidacijas markieri) procentualais sastavs) un
malondialdehida koncentracija ir palielinata AD smadzen@s. Lai ar1 dati ir loti ierobezoti,
oksidativais stress var ietekmét art tau proteinu hiperfosforilésanos un polimerizaciju. Kaut ar1
oksidattvajam stresam ir liela nozime AD, joprojam tiek diskut€ts par to, vai tam ir slimibas
izraisitaja loma vai sekundaras pazimes AD novérotajam patologiskajam izmainam (Keskin et

al., 2019).
1.4. Streptozocina izmantoSana Alcheimera slimibas modeléSanai

STZ ir glikozamina-nitrozourinvielas savienojums, kas iegiits no augsnes bakterijam
Streptomyces achromogenes un sakotngji izstradats ka pretvéza lidzeklis. Misdienas STZ
izmanto tikai pétijumos, jo 1963. gada eksperimeta ar dzivniekiem atklaja, ka STZ izraisa
diabetu. Kops ta laika STZ sistematiska lietoSana kluva par visbiezak pétito eksperimentalo
modeli no insulinatkariga (1. tipa) cukura diab&ta. Savienojums ir selektivi toksisks pret
insulinu razojo$am aizkunga dziedzera beta §tinam, kas izskaidrojams ar ta absorbciju $tinas
ar zemas afinitates glikozes transportétaja (GLUT)2 proteinu, kas atrodas to Sinu membranas.
STZ citotoksicitate galvenokart rodas DNS alkileéSanas rezultata, kas izraisa $iinu nekrozi.
Turklat aizkunga dziedzera beta §tinam pielietotais STZ sistematiski boja arT citus GLUT2
ekspres€josos organus, pieméram, nieres un aknas, turprett smadzenes netiek tiesi ietekmétas,
jo hematoencefaliska barjera triikst S§1 transport€taja proteina. Tomér viena vai divas
intracerebroventrikulara (icv) STZ injekcijas hroniski samazina smadzenu glikozes
uzpemsSanu un smadzenu masu, nozimigu AP proteina Itmena palielinaSanos hipokampa, ka
ar1 hipokampa un smadzenu garozas hiperfosforiléta fau proteina Itmena palielinaSanos un
rada vairakus citus efektus, kas atgadina AD molekularas, patologiskas un uzvedibas pazimes.
STZ  radita  hiperglikémija  provocé  oksidativo stresu,  veidojot  brivos
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radikalus. STZ toksicitate ir atkariga no polimerazes (PARP) un poli (ADP-ribozes)
raSanas, grauz€ji bez §1 proteina ir rezistenti pret toksinu. P&c icv STZ injekcijas ievadiSanas
smadzengs, tika noverots, ka insulina transports rada bojajumus un ar1 glikogéna sintazes
kinazes-3b (GSK3b) paraktivaciju, palielinatu tau proteina fosforilaciju un samazinatu
glikozes transportieru limeni (Grieb, 2016).

Tika veikts p&tijums kura galvenais mérkis bija novertet ar AD saistito proteinu,
pieméram, AP, ChAT, sinapsina, aksonu neirofilamentu un fau fosforiléSanu, ekspresiju
hipokampa péc icv ievadiSanas STZ daudzuma pieaugusam pelém. Ar jaunu objektu
atpaziSanas testu analiz€ja STZ ietekmi uz Tstermina un ilgtermina atminu. Pelu t€viniem tika
injic€ts STZ vai citrata buferskidums (CB), un ar proteiniem saistitie proteini tika noverteti ar
imiinblotéSanas testiem hipokampa 7, 14 vai 21 diena péc injekcijas. 7 dienu laika netika
konstatetas atskiribas starp grupam. Lielaka dala novertéto AD markieru tika atrasti mainiti 14
dienu laika, STZ grupa uzradija paaugstinatu AP proteina un neirofilamenta ekspresiju,
paaugstinatu fau proteina fosforiléSanos un samazinatu sinapsina ekspresijas ITmeni
salidzinajuma ar kontroli. Visas §1s neirokimiskas izmainas, iznemot sinapsinu, bija 1slaicigas
un neparadijas lidz 21 STZ injekcijas dienai. Turklat peéc STZ arstéSanas 14 un 21 diena ar

STZ tika pieradits gan stermina, gan ilgtermina atminas deficits (Ravelli e al., 2017).
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2. MATERIALI UN METODES
2.1. Izmantotie reagenti un antivielas

Vara sulfats (102790), metformins (317240), kalija heksacianoferatsIIl (104973) un
natrija citrats (106448) nopirkti no Merck Millipore (ASV). No Sigma-Aldrich (ASV)
iegadajas: 3,3’-diaminobenzidinu (DAB, D5905), 5,5’-ditiobisu (2-nitrobenzoskabi) (DTNB,
D8130), AChE (C2888-500UN), acetiltioholina jodidu (ATCI, 01480), DPX - distiréna,
plastifikatora un ksilola maisijums (44581), etopropazins (E5406), anti-SYP-1 antivielu
(S6758), Meijera  hematoksilina  skidumu  (MHS16), neostigmina  bromidu,
radioimmiinoprecipitacijas testu (RIPA) buferskidumu (R0278), STZ (S0130) un Triton X-
100 (X100). TruSu anti-Iba-1 antivielas (019-19741) piegadaja Wako (Japan). SuperBlock™
blok&josais buferis (37515) un kazas anti-peles Ig (31430) iegadati no uzp€muma
ThermoFisher Scientific (ASV). S-acetiltioholina jodids (A16802) un nikela amonija sulfata
heksahidratu (12519) iegiiti no Alfa Aesar (ASV). Natrija citrata buferskidumu (CB, pH 4, 5)

.....

2.2.Dzivnieki

Eksperimenta izmantoja 70 Wistar zurku t€vinus (svars 280 £+ 20 g), piegadatus no
Tartu Universitates laboratorijas dzivnieku centra audz€tavas Igaunija. Dzivniekus turgja
Latvijas Universitates Dabaszinatnu Akadémiska centra eksperimentalajas telpas, individuali
ventilgjamos biros (Scanbur, GM900), katra buri 4 dzivniekus. Eksperimentalaja telpas
ievéroja 12 stundu gaismas tumsas ciklu, gaisa temperatiiru 2143 °C, gaisa mitrumu 60 —
65%. Dzivniekiem nodroSindja standarta granul€to laboratorijas baribu (SSniff, V1534-300)
un tdeni ad libitum. Visas eksperimentalas procediiras un dzivnieku apriipe notika saskana ar
Eiropas Savienibas direktivu 2010/63/EU “European Convention for the Protection of
Vertebrate Animals Used for Experimental and other Scientific Purposes” (2010), un tika

saskanotas ar Latvijas Partikas un Veterinara dienesta Dzivnieku Aizsardzibas Etikas padomi.
2.3.Eksperimenta dizains

Eksperimentalais dizains ir paradits 2.3.71.attéla. Dzivnieki tika sadaliti se$as
eksperimentalajas grupas (9-10 dzivnieki katra). Atkariba no grupas, dzivniekiem 21 secigu
dienu laika tika perorali (p.o.) ievadits fiziologiskais $kidums (1 ml/kg) vai metformins (75
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vai 100 mg/kg), izmantojot gastralo zondi, sakot no 2. dienas pec icv STZ ievadiSanas.
Grupas bija sekojosas:
1) CBicv + fiziologiskais $kidums 1 ml/kg p.o. (kontroles grupa, n=9)

2) STZ icv + fiziologiskais Skidums 1 ml/kg p.o. (bojajuma grupa, n=10)

3) CB icv + metformins 75 mg/kg p.o. (n=9)

4) CB icv + metformins 100 mg/kg p.o. (n=9)

5) STZ icv + metformins 75 mg/kg p.o. (n=10)

6) STZ icv + metformins 100 mg/kg p.o. (n=10)

Eksperimenta 24. — 28. diena veica Morisa tidens labirinta testu, kas ir sikak aprakstits

Aleksandras Gzibovskas magistra darba (2019), savukart 29. diena veica tris kambaru

sociabilitates testu, kas aprakstits Ievas Laubes bakalaura darba (2019).

Morisa
| STZ izraisito t - stiSans | ﬂdcps Tris kambaru
izraisito traucgjumu attistidanas labirinta sociabilitates tasts
tests

1. diena 3.-23. dienas 24.-28. dienas 29. diena 30. diena >

Bilaterala T

. . i — T — Perfuzija,

injekceija: Vielu ievadisana: p.o. fiziologiskais $kidums un METF (75 un oy

i.c.v. CB 100 mg/kg) i

vai STZ ieglsana
(750 pg / 10
ul CB katrai

zurkai)

2.3.1.attéls. Eksperimenta plans.

Eksperimenta pirmaja diena dzivniekiem, atkariba no grupas, veica icv STZ vai CB
injekciju. STm noliikam dzivnieki tika anestezéti ar izofluranu (3 - 3,5% indukcijai un 2%
uzturéSanai), 70% N>0O/30% O, indukcijai un ar 50% N,O/50% O, uzturéSanai. P&c tam
dzivnieki tika fikséti uz stereotakses ramja (Stoelting Inc., ASV). Galvaskausa virs abiem
sanu kambariem tika urbti divi caurumi, izmantojot $adas koordinatas (Paxinos and Watson,
2007): —0,7 mm anteriopozitivi, 1,7 mm viduvgji un — 4,0 mm dorsoventralali attieciba pret
bregmu. Izmantojot Hamiltona mikroslirci, STZ divpuséji tika ievadits (750 pg / 10 pl CB
katrai zurkai) ar atrumu 1 pl / min un 5 pl uz vienu ventrikuli. Kontroles grupa sanéma
divpusgjas CB injekcijas (10 pl katrai zurkai). Vienu dienu p&c operacijas dzivniekiem lava

atpiisties 24 stundas, un vinu stavoklis tika riipigi noverots.
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2.4.Imunhistokimiska analize

Eksperimenta 30. diena zurkas tika dzili anestez€tas ar intraperitoneali (ip) ievaditu
ketamina un ksilazina (100 mg/kg un 10 mg/kg, attiecigi) maisijumu, tad perfuz€ja ar ledus
aukstu fiziologisko skidumu, kam sekoja perfuzija ar ledus aukstu 4% paraformaldehida
(PFA) skidumu audu fiks€Sanai. Smadzenu kreisas puslodes izmantoja Western blota analizg,
savukart labas smadzenu puslodes 24 stundas fikséja 4% PFA Skiduma. Péc fiksacijas,
puslodes ievietoja 30% sukrozi saturosa Sskiduma uz 48 stundam krioprotekcijas nolikos, un
péc tam ievietoja antifriza Skiduma, kura tas uzglabaja pirms griesanas.

Izmantojot kriotomu (CM1850, Leica Biosystems, ASV), pie —26 °C temperatiiras no
katras smadzenu puslodes ieguva 30 pm biezas koronalos griezumus. Tos inkub&a CB (pH
6,0) 95°C temperatiira 10 miniites, lai uzlabotu antigé€na atsegSanu, péc tam atdzes&ja lidz
istabas temperaturai un blok&ja ar SuperBlock® Skidumu 1 stundu, lai samazinatu fona
veidosanos. Tad griezumus parnesa fosfata buferskiduma (PBS), kas satur€ja primaro
antivielu (1:1000) ar 0,5% Triton X-100 (PBS-T). Péc 18 stundu inkubacijas griezumus 3
reizes skaloja ar PBS-T un parnesa skiduma, kas satur&ja sekundaro antivielu (1:5000). P&c 2
stundu inkubacijas Skiduma, kas satur€ja sekundaro antivielu, griezumus 3 reizes skaloja ar

PBS-T.

P&c skalosanas ar PBS-T, griezumus uz 1-2 miniitém inkubg&ja PBS, kas saturéja DAB,
30% HO, un 1% nikela amonija sulfata. Iba-1 griezumus inkubgja kontrasta krasvielas
hematoksilina Skiduma wuz 1 minGti. Visus iezim@tos griezumus parnesa Uz
priekSmetstikliniem (3 griezumus uz katra) un virsii pielim&ja segstiklinu, izmantojot
histologijai paredzéto DPX limi. Lai iegiitu vienmérigu iekrasojumu, visu grupu griezumi

vienmer tika iekrasoti viena un taja pasa paplate. Visi eksperimenti tika veikti tris reizes.

2.5.Histokimiska analize

AChE saturo$a nervu aksonu blivuma histokimiska noteikSana veikta, izmantojot
iepriek$ aprakstitu metodi, kas optimiz€ta un aprakstita citur. No katra dzivnieka labas
smadzenu puslodes tika iegiitas 6 koronalas sekcijas (30 um biezas, no 2,92 mm lidz 3,48 mm
no bregmas). legtitas smadzenu sekcijas (n = 5 smadzenu paraugi viena grupa) skalotas ar 0,1
M maleata buferskidumu (pH 6,0). P&c tam sekcijas 2 stundas inkub&ja ar 0,1 M maleata
buferSkidumu, kas saturgja 86,5 mM S-acetiltioholina jodida, 30 mM etopropazina, 30 mM
vara sulfata un 100 mM natrija citrata un 0,03 mM kalija heksacianoferata. Peéc tam krasu

pastiprindja, inkubgjot sekcijas ar 2,5% DAB, 0,2% tidenraza peroksida un 5% nikela amonija
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sulfata 2 miniites 0,05 M Tris buferS§kiduma (pH 7,6) 2 mintites. Visi eksperimenti tika veikti

tr1s reizes.

2.6. Acetilholina esterazes aktivitates novertéjums

Metformina AChE inhibg&josa aktivitate tika novértéta, izmantojot spektrofotometrisko
metodi ar nelielam modifikacijam. Ka pozitiva atsauce tika izmantota neostigmina bromids.
Reakcijas maisijums sastavéja no paraugiem, kas satur 100 ul 0,1 M fosfata buferskiduma
(pH 7,4), 10 pl AChE skiduma (2 V / ml) un 10 pl metformina vai neostigmina bromida
dazadas koncentracijas (0,01, 0,1, 0,2, 1, 5 un 10 mM). So maistjumu inkubgja tumsa 250°C
temperatiira 5 mintites 96 iedobju plaksné. Tad pievienoja 50 ui 0,75 mM DTNB, un plaksni
inkubg&ja 20 minttes. P&éc tam pievienoja 15 pl 1,5 mM ATCI un inkubgja 5 minttes tumsa.
Absorbcija tika meérita péc 10 miniitém pie vilpa garuma 405 nM, izmantojot ELx808 ™

mikroplasu lasitaju (BioTek Instruments Ltd., UK)
2.7. Kvantitativa noteikSana

Péc imunhistokimijas, priekSmetstiklinus digitali skeng&ja ar Pannoramic MIDI II
skeneri (3DHISTECH Ltd., Ungarija), izmantojot 20 x mikroskopa objektivu. Pannoramic
Viewer 1.15.2 programmatiira (3DHISTECH Ltd., Ungarija) tika izmantota, lai iegiitu
retrosplenialas garozas, hipokampa cornu ammonis (CA) 1 un 3 slani (CA1 un CA3) un DG
granulu $tnu slanu att€lus. Izmantojot iegiitos att€lus, tika izmeriti pétito proteinu optiskie
blivumi. Imunohistokimisko datu kvantitativa noteikSana veikta, izmantojot att€lu apstrades

programmatiiru (ImageJ, Vicija).
2.8. Statistiska analize

Visi dati uzrada ka vismaz divu neatkarigu eksperimentu vid€jas vertibas =+
standartnovirzi (S.D.). Iminhistokimiskie un histoktmiskie dati analiz&ti, izmantojot
vienvirziena ANOVA, kam sekoja Holma-Sidaka post-tests. Statistiska nozimiba noteikta pie

P <0,05.

36



3. REZULTATI

3.1. Metformina efekti uz mikrogliozi SAD un veselo Zurku smadzenés

Biitisks Iba-1 pozitivo Stnu skaita pieaugums tika novérots STZ grupas dzivnieku
garoza (P < 0,0001), hipokampa CA1 (P < 0,001), CA3 un DG rajonos (P < 0,001) salidzinot
ar kontroles grupu. Zurkam no STZ grupas, kas sanéma metforminu 75 mg/kg deva, novéroja
bitisku Iba-1 pozitivo Stnu skaita samazinaSanos garoza (P < 0,001), CA1 un CA3
hipokampa rajonos (P < 0,0001), ka ari DG rajona (P < 0,01), salidzinot ar STZ grupu.
Salidzinot ar STZ grupu, zurkam, kuram tika icv ievadits STZ un kas v&lak sanéma
metforminu 100 mg/kg deva noveroja bitiski zemaku Iba-1 pozitivo $tinu skaitu garoza (P <
0,0001) un hipokampa DG (P < 0,05). Kontroles grupas dzivniekiem metformina ievadiSana

nav ietekm@&jusi Iba-1 pozitivo Stinu skaitu neviena no pétamiem smadzenu rajoniem.

Kontrole STZ METF 75+5TZ METF 100+5TZ
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3.1.1.attels. Metformina (METF) efekti uz kontroles un STZ Zurku Iba-1-pozitivo Siinu skaitu.
Reprezentativajas mikrofotografijas paraditi rajoni, kuros veikta Stnu skaitiSanas (pie 200 x
palielinajuma). Mérogs bija 100 um. Vértibas uzraditas ka vidgjas + S.D. (n=4 dzivnieki grupa). “P <
0,01, ™P < 0,001 un P < 0,0001 pret kontroles grupu; “P < 0,05, “P < 0,01, P < 0,001 un P <
0,0001 pret STZ grupu.

3.2. Metformina efekti uz sinaptisko blivumu sAD un veselo Zurku smadzengés

STZ ievadiSana izraisyja bitisku SYP-1 pozitivo Siinu skaita samazinajumu sAD
modelzurku garoza (P < 0,01) un hipokampa DG rajona (P < 0,05) salidzinot ar kontroles
grupu. STZ grupas dzivniekiem, kuriem ievadija metforminu 100 mg/kg deva, novéroja
butisku SYP-1 pozitivo Stnu skaita pieaugumu hipokampa DG rajona (P < 0,05), salidzinot
ar STZ grupu. METF per se neietekm&a SYP-1 blivumu kontroles grupas dzivniekiem

neviena no p&tamiem smadzenu rajoniem.
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3.2.1.attéls. Metformina (METF) efekti uz kontroles un STZ Zurku sinaptofizina (SYP-1)
blivumu. Reprezentativas mikrofotografijas parada rajonus, kuras noteikta biitiskas atSkiribas pec
Stnu skaitiSanas (pie 200 x palielinajuma). M&rogs bija 100 um. Vertibas uzraditas ka vidgjas + S.D.
(n=4 dzivnieki grupa). “P < 0,01, ""P < 0,001 un "*P < 0,0001 pret kontroles grupu; “P < 0,05, #P <
0,01, P < 0,001 un **P < 0,0001 pret STZ grupu.
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3.3. Metformina efekti uz AChE blivumu sAD un veselo Zurku smadzenés

Dzivniekiem, kuri icv sanéma STZ injekciju, novéroja butisku AChE-pozitivo Stinu
skaita pieaugumu garoza un hipokampa CA1l (P < 0,001) un CA3 (P < 0,05) rajonos
salidzinot ar kontroles grupu. STZ grupas dzivniekiem, kuriem ievadija metforminu 100
mg/kg deva, AChE pozitivo $tinu skaits bija biitiski samazinats hipokampa CA1 (P < 0,001),
DG (P <0,0001) un CA3 (P < 0,01) rajonos, salidzinot ar STZ grupu. Lidzigi rezultati tika
iegiiti grupai METF75+STZ. METF per se neietekm&ja AChE kontroles grupas dzivniekiem.

Kontrole
et 1 I ol Py

METF 100

' =

& ?ﬁf
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: z 3 2% {‘

3.3.1.attéls. Metformina (METF) efekti uz kontroles un STZ Zurku acetilholinesterazes (AChE)

pozitivo Stnu skaitu. Reprezentativas mikrofotografijas parada rajonus, kuras noteikta biitiskas

atSkiribas pec Stnu skaitiSanas (pie 200 x palielinajuma). Mérogs bija 100 um. Vertibas uzraditas ka
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vidgjas + S.D. (n=4 dzivnieki grupa). " P < 0,01, ""P < 0,001 un "P < 0,0001 pret kontroles grupu;
P <0,05,%P<0,01,"P<0,001 un **P < 0,0001 pret STZ grupu.

In vitro, metformins inhib&ja acetilholinesterazes aktivitati sekojoSajas koncentracijas:
0,01 mM — par 1,1%, 0,1 mM — par 17%, 0,2 mM — par 31%, ImM — par 54% (ICso), SmM —
par 71% un 10 mM — par 77%. Reference viela — neostigmina bromids — arT producgja
specigu acetilholinesterazes aktivitates inhibéSanu: 0,001 mM koncentracija — par 62%, 0,01

mM — par 76% un par 84% — 0,1 mM koncentracija (dati nav paraditi).

-
(=]
T

0 1 2 3 45 6 7 8 9 10
METF (mM)

AChE aktivitates inhibésana (%)

3.4.1.attels. Metformina (METF) ietekme uz acetilholinesterazes (AChE) aktivitates inhibéSanu.
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4. DISKUSIJA

Saja pétijuma pétija vienu no vecakiem antidiab&tiskiem lidzekliem — metformina
efektus uz neiroiekaisumu un smadzenu neironalo plasticitati sporadiska AD tipa modela
zurkas, ka arT metformina sp€ju inhibét acetilholinesterazes darbibu in vitro.

Agrinas izmainas pie sAD ir saistitas ar pretiekaisuma Stinu — astrocitu un mikroglijas —
palielinato aktivitati, un tai sekojo$u neiroiekaisuma procesa iniciésanu. Saja pétijuma sAD
modelzurkam noveéroja biitisku mikrogliozi smadzenu garozas un hipokampa rajonos. Modela
dzivnieki, kuriem vadija metforminu 75 mg/kg deva, uzradija butiski mazaku mikrogliozes
markiera Iba-1-pozitivo Stnu skaitu visos pétamos smadzenu rajonos, savukart dzivniekiem,
kuriem metformins tika ievadits 100 mg/kg deva, tas mazinaja mikrogliozi garoza un
hipokampa DG rajona. Lidzigie, no devas atkarigie metformina efekti novéroti pelu diabéta
modeli, ko izraisija ar STZ ievadisanu (De Oliveira et al., 2016). Saja pétijuma metforminu
vadija 21 dienu 100 mg/kg deva un novéroja mikrogliozes mazinasanu hipokampa DG rajona
(De Oliveira et al., 2016). Kopuma, metformina pretiekaisuma darbia ir labi dokumenteta
diab&ta modeldzivniekos (Krasnova et al, 2016; Wang et al, 2016), bet iepriek§ netika
apskatita SAD modeldzivniekos. Balstoties uz §1 pétijuma datiem, var spriest, ka metformmam
ir pretiekaisuma efekti art sAD-tipa modeli.

Neuroiekaisums rada traucgjumus sAD modelzurku spgja generét jaunus neironus un
tadgjadi izraisa kognitivos trauc€jumus (Mishra et al, 2018). Lidz ar to, tika noteikti
metformina efekti uz procesiem, kas ir iesaistiti jauno neironu generéSana: sinaptisko blivumu
(SYP-1) un holinergisko neirotransmisiju (AChE). Biutisks SYP-1 deficits ir dokumentgts
vairakos AD slimnieku smadzenu rajonos (Mota et al., 2019; Pilipenko et al, 2019). Si
petijuma rezultati parada, ka STZ grupa noveéroja biitisku SYP-1 blivuma samazinasanos, kas
varétu veicinat sinaptiska blivuma deficita sAD model]zurku garoza un hipokampa DG
rajonos. Sos deficitus DG rajona nenovéroja tiem sAD modeldzivniekiem, kuriem ievadija
metformmu 100 mg/kg deva. Ir intrig€josi tas, ka 75 mg/kg deva metformins per se
palielinaja SYP-1 blivumu S$aja rajona. Lidz ar to, var secinat, ka metformins sp€j pastiprina
sinaptiskos procesus ar1 veselas zurkas. ACh ir viens no svarigakiem neirotransmiteriem, kas
ir iesaistiti iemaciSanas, atminas un uzmanibas procesu nodrosinasana (Xu et al., 2012). Pie
tam, holinergiska sist€éma tie$a veida ietekmé jauno neironu veidosanos (Kotani et al., 2008),
un batiska $Ts sistémas degeneracija pie AD ir labi aprakstita vairakos pétijumos. Esosa

petijuma dati demonstré, ka STZ ievadiSana izraisija biitisku AChE aktivitates
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paaugstinaSanos sAD visos modelzurku smadzenu rajonos, iznemot hipokampa DG.
Metformins normaliz€ja AChE aktivitati sSAD modelzurku hipokampa CA1 un CA3 rajonos.
Pie tam, metformins bija samazinajis AChE aktivitati sSAD modelzurku DG rajona. Savukart n
vitro tika noverota metformina inhibitora aktivitate uz AChE aktivitati (ICso pie 1 mM), kas
atbilda citam pétijuma, kur metformins mazinaja AChE aktivitati diab&ta mode]zurkas (Saliu

etal., 2016).
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5. SECINAJUMI

1.  Metformina ievadiSana sAD modelzurkam mazina mikrogliozi, sinaptiska blivuma

deficttu un AChE parmeérigu aktivitati So dzivnieku smadzenu garoza un hipokampa;

2. Invitro, metformins inhibé AChE aktivitati, uzradot ICs, ImM koncentracija, noradot

uz ta sp&ju regulét ACh daudzumu;

3. Metformina neiroprotektivie efekti SAD modelzurkas ir saistiti ar to centraliem
pretiekaisuma efektiem, sinaptiska blivuma nodroSinasanu un acetilholina daudzuma
uzturéSanu So dzivnieku smadzenu garoza un hipokampa;

4. NepiecieSami talakie petfjjumi, lai uzzinatu visu metformina neiroprotektiva

potenciala klastu sAD-tipa modeli.
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	Darba uzdevumi:
	Neironālā plasticitāte ir process, kas nosaka neironu šūnu aktivitāti un atbildi uz ievainojumiem un ietver aksonu, dendrītu un sinapšu strukturālo un funkcionālo procesu modulāciju. Plasticitāti veidojošo strukturālo elementu klāstā ietilpst ilgtermiņa potencēšana (iemācīšanās un atmiņas korelācija), sinaptiskā efektivitāte un pārveidošana, sinaptoģenēze, aksonu dīgšana un dendrītu pārveidošana, kā arī neiroģenēze un vervēšana.
	AD gadījumā intracelulārā šķīstošā Aβ līmeņa paaugstināšanās noved pie tau patoloģiskas fosforilēšanās un tā atbrīvošanās no MT šķīstošā monomēra formā. Reaģējot uz Aβ, tau tiek pārvietots no aksoniem uz neironu somatodendrītiskajiem nodalījumiem. Šeit tau var saistīt un atdalīt Src tirozīnkināzi, fyn, mainot tā lokalizāciju. Paaugstināts fyn līmenis pavada paaugstinātu tau līmeni dendrītiskajos mugurkaulos, ļaujot fosforilēt un stabilizēt uzbudinošos GluN2B NMDA receptorus. Tas uzlabo glutamāta signālu pārraidi un izraisa intracelulāro Ca2+ieplūdi, kas pastiprina Aβ toksicitāti. Kalcija izraisīta eksitotoksicitāte var sabojāt post-sinaptiskās vietas un izraisīt mitohondriju Ca2+pārslodzi, membrānas depolarizāciju, oksidatīvo stresu un šūnu apoptozi. Ekstracelulārie pūslīši var būt iesaistīti patoloģiskā Aβ un tau izplatīšanā AD mēru un NFT prionveidīgajā izplatībā (Vingdeux et al., 2012). Jaunās terapeitiskās stratēģijas AD ārstēšanā var ietvert Aβ izraisītas, no tau atkarīgs NMDA receptoru aktivitātes pastiprināšanas novēršanu, samazinot fyn19 dendrītu līmeni vai tieši mērķējot uz tau (Murray et al., 2015).
	Antisense oligonukleotīdu, kas vērsta pret mutācijas izdzīvošanas motora neironu 1. gēnu (SMN1) mugurkaula muskuļu atrofijas ārstēšanai, kam raksturīgas apakšējo motoro neironu izmaiņas. Smadzeņu traumas pētījumos ar pelēm, kuras ārstēja ar antivielām, kas vērstas pret fosfo-tau (p-tau), tika ziņots, ka tās apturēja tau oligomēru un kompleksu veidošanos, neļāva kaitīgam tau izplatīties kaimiņu šūnās, samazināja smadzeņu atrofiju un atguva ilgstošu potenciālu (Arendt et al., 2016; Bezard et al.,2013).
	Ir ziņots, ka metformīns, kas nomāc aknu glikozes ražošanu neironu šūnu modelī ar rezistenci pret insulīnu, novērš tau fosforilēšanos (Sarazin et al., 2003). Pētījumos ar tau transgēniem ziņots par patoloģiskas tau fosforilēšanās samazināšanos, kā arī ar tau šķelšanās, agregācijas, sinaptisko sabrukumu un pakaļējo ekstremitāšu atrofijas palielināšanos (Maccioni et al., 2009).
	Metformīns (METF) ir antihiperglikēmiskais biguanīdu grupas līdzeklis, ko izmanto 2. tipa cukura diabēta ārstēšanai. METF tiek uzskatīts par antihiperglikēmisku līdzekli, jo tas pazemina glikozes koncentrāciju asinīs 2. tipa diabēta gadījumā, neizraisot hipoglikēmiju. METF parasti tiek aprakstīts kā sensibilizators pret insulīnu, izraisot insulīna rezistences samazināšanos un klīniski nozīmīgu insulīna līmeņa samazināšanu plazmā tukšā dūšā. Pacientiem, kuriem diagnosticēts 2. tipa cukura diabēts, insulīns vairs nerada pietiekamu iedarbību uz audiem un šūnām (insulīna rezistence), kā arī var būt arī insulīna deficīts. METF samazina glikozes ražošanu aknās, samazina glikozes uzsūkšanos zarnās un paaugstina jutību pret insulīnu, palielinot gan perifēro glikozes uzņemšanu, gan izdalīšanos (DrugBank, 2020). METF labvēlīgās darbības ir atklātas pat ārpus diabēta ārstēšanas, un to uzskata par vienu no daudzsološākajām zālēm, kas potenciāli varētu palēnināt novecošanos. METF ietekme uz smadzeņu darbību un metabolismu nav daudz pētīta, ņemot vērā, ka smadzenes izmanto glikozi kā enerģijas metabolisma substrātu. Pētīja METF ietekmi uz lokomotorām un kognitīvajām funkcijām uz pelēm ar normoglikēmisku stāvokli. METF uzlaboja lokomotoros un līdzsvara rādītājus, vienlaikus hroniskas ārstēšanas laikā izraisot anksiolītisku efektu un traucējot kognitīvās funkcijas. Veica in vitro testus un metabolisma analīzes pelēm, lai novērtētu METF iedarbību uz smadzeņu metabolismu. METF samazināja ATP līmeni un aktivizēja AMP-aktivētu proteīnu kināzes (AMPK) ceļu peļu hipokampā. METF inhibēja oksidatīvo fosforilēšanos un paaugstinātu glikolīzi, inhibējot mitohondriju glicerīna-3-fosfāta dehidrogenāzi (mGPDH) in vitro terapeitiskās devās. Secinot, pētījums pierādīja, ka METF terapija ietekmē smadzeņu bioenerģētiku ar kombinētu iedarbību uz lokomotoru un kognitīvo smadzeņu darbību pelēm, kuri neslimo ar diabētu (Wenjun et al., 2019).
	Jaunākie epidemioloģiskie pētījumi liecina, ka ārstēšana ar METF novērš diabēta slimnieku kognitīvo samazināšanos. Klīniskajā eksperimentālā pētījumā tika atklāts, ka pacientiem ar viegliem kognitīviem traucējumiem, izmantojot METF, notiek kognitīvi uzlabojumi. Preklīniskie pētījumi liecina, ka METF samazina Alcheimera līdzīgu patoloģiju AD peļu modeļos. Pētījumā izmantoja 11 mēnešus vecas SAMP8 peles. Pelēm astoņas nedēļas katru dienu tika ievadītas METF devas pa 20 mg / kg / sc vai 200 mg / kg / sc. Pēc četrām nedēļām peles tika pārbaudītas T-labirintā ar izvairīšanos no šoka, priekšmetu atpazīšanu un Barnesa labirintu. METF uzlaboja gan ieguvi, gan aizturi SAMP8 pelēm, T-labirinta šoka izvairīšanās, jaunu objektu atpazīšanā un iegūšanu Barnes labirintā ar abām METF devām. METF uzlaboja mācīšanos un atmiņu spontānas sākšanās AD SAMP8 peles modelī. Bioķīmiskā analīze norāda, ka METF uzlaboja atmiņu, samazinot APPc99 un pTau (Farr et al., 2019).
	METF plaši izmanto kā pretdiabēta līdzekli, ir daudz ietekmes uz cilvēka metabolismu. Balstoties uz jauniem šūnu, dzīvnieku un epidemioloģiskiem pētījumiem, tika izvirzīta hipotēze, ka METF izraisa smadzeņu metabolisma izmaiņas diabēta pacientiem. Smadzeņu metabolisma ietekmēto perēkļu izpētei izmantoja 2-deoksi-2- [18F] fluoro-D-glikozes (FDG) pozitronu emisijas tomogrāfiju 2. tipa diabēta pacientiem, kuri lieto METF un kuri nelietoja metformīnu (neMETF). Salīdzinot ar neMETF grupu, statistiskā parametriskā kartēšana parādīja, ka METF grupā bija klasteri ar ievērojami augstāku metabolismu labajā temporālajā, labajā frontālajā un kreisā pakaušu daivas baltajā vielā un zemāku metabolismu kreisajā parahipokampā girusā, kreisajā fusiformu girusā un ventromedialā prefrontalā garozā. Korelācijas analīzes liecina, ka atteikšanās no METF samazina tā ietekmi uz baltas vielas hipermetaboliskām izmaiņām, kuras ir atkarīgas no ilguma. Tomēr hipometabolisma atjaunošana PH, FG un VMPFC nebija nozīmīgi korelēta ar metformīna izdalīšanās ilgumu (Huang et al., 2014).
	Jaunākie preklīniskie un klīniskie pētījumi liecina, ka METF ne tikai uzlabo hronisku iekaisumu, uzlabojot vielmaiņas parametrus, piemēram, hiperglikēmiju, rezistenci pret insulīnu un aterogēnu dislipidēmiju, bet arī tam ir tieša pretiekaisuma darbība. Pētījumi liecina, ka METF nomāc iekaisuma reakciju, nomācot nukleāro faktoru kappa B (NFκB) caur AMPK atkarīgiem un neatkarīgiem ceļiem (Saisho, 2015). METF daudzos gadījumos nomāc iekaisumu un mazina vai novērš iekaisuma faktorus, galvenokārt caur atkarīgiem mehānismiem un dažreiz neatkarīgi no AMPK šūnu līmenī un, izmantojot citus veidus, sistemātiskajos līmeņos. Tas ir efektīvs samazinot oksidatīvā stresa faktoru līmeni, regulējot šūnas antioksidanta sistēmu. METF var būt piemērota ārstēšanas iespēja daudzām slimībām, kuru patoģenēzē ir nozīme iekaisuma procesos un oksidatīvajā stresā. NFⱪB ir transkripcijas regulators, kas iesaistīts iekaisumā. Regulējot signalizāciju, šis faktors var izjaukt vairākus iekaisuma procesus, šūnu nāvi un audu iznīcināšanu. Pārbaudē, ko veica pelēm ar muguras smadzeņu traumām, tika atklāts, ka tādās sarežģītās reakcijās kā lokāls iekaisums kopā ar mikroglijas proliferāciju un aktivizēšanu, fagocītu infiltrāciju un palielināto pre-iekaisuma citokīnu ražošana notiek. METF var ierobežot neironu bojājumus izmantojot piemēroto pretiekaisuma efektu NFκB ekspresijas samazināšanā (Dehkordi et al., 2019).
	METF var ievērojami samazināt neiroiekaisumu un samazināt neironu diabēta dzīvnieku hipokampā, kas vēlāk var veicināt telpiskās atmiņas uzlabošanos. Salīdzinājumi ar METF devām no 100 līdz 200 mg /kg parādīja, ka pēdējais ir efektīvāks rezultāts STZ eksperimentālajās analīzēs. Jāatzīmē, ka METF var būt terapeitiska alternatīva pacientiem ar DMT1, kuriem ir kognitīvi traucējumi (Oliveira et al., 2016).
	METF – plaši lietots medikaments, veicina neiroģenēzi un uzlabo telpiskās atmiņas veidošanos. Netipisks PKC-CBP ceļš ir būtisks normālai neiroģenēzei no neironu prekursoriem un METF aktivizē šo ceļu, lai veicinātu grauzēju un cilvēku neiroģenēzi kultūrā. METF arī uzlabo neiroģenēzi pieaugušo peļu smadzenēs no CBP atkarīgā veidā, un tādā veidā uzlabo telpiskās apgriešanās mācīšanos ūdens labirintā. Tādējādi METF, aktivizējot aPKC-CBP ceļu, veicina neironu cilmes šūnas un uzlabo neironu funkcijas, tādējādi nodrošinot kandidāttematoloģisko pieeju nervu sistēmas terapijai (Wang et al., 2012).
	Izmantojot peļu primāros neironus no savvaļas tipa un cilvēka tau transgēnām pelēm, pierādija, ka pretdiabēta līdzeklis METF inducē PP2A aktivitāti un samazina tau fosforilēšanos no PP2A atkarīgajos epitopos in vitro un in vivo. Šī tau defosforilēšanas spēja var būt pilnībā bloķēta ar PP2A inhibitoriem okadaīnskābe un fostriecīns, apstiprinot, ka PP2A ir svarīgs novērotā starpnieks efektus (Kickstein et al., 2018).
	Pretdiabēta zālēm potenciāla AD ārstēšana parāda, ka insulīnu sensibilizējošais pretdiabēta līdzeklis METF (Glucophage®) palielināja Aβ veidošanos, kas ir viens no galvenajiem AD patoloģiskajiem raksturlielumiem, veicinot APP šķelšanos β un γ-sekretāzes starpniecībā SH-SY5Y šūnās. METF izraisīja autofagosomu uzkrāšanos Tg6799 AD modeļa pelēs. Īpaši augsta γ-sekretāzes aktivitāte tika konstatēta arī autofagiskos vakuolos, acīmredzot jaunā Aβ peptīdu ģenerēšanas vietā. Šie dati kopā liecina, ka METF izraisīta autofagosomu uzkrāšanās izraisīja palielinātu γ-sekretāzes aktivitāti un Aβ veidošanos. Papildus eksperimenti pierādīja, ka METF palielina AMP aktivētās proteīnu kināzes fosforilēšanos, kas aktivizē autofāgiju un izraisa patoloģisku autofagosomu uzkrāšanos (Son et al., 2016).
	SYP-1 ir transmembrānas glikoproteīns, kas atrodams mazos nervu šūnu presinaptiskajos pūslīšos un neiroendokrīno šūnu mikrovezikulās. SYP ir svarīgs sinaptiskais marķieris, kas ļauj, izmantojot gaismas un konfokālo lāzera mikroskopiju, iegūt ticamus datus par centrālās nervu sistēmas sinaptisko struktūru morfoloģisko organizāciju. Funkcionālā loma šūnā un SYP ir imūnhistoķīmijas izmantošana sinaptisko kontaktu marķēšanai (Kolos et al., 2015).
	Neirodeģeneratīvie apstākļi, kas saistīti ar kognitīvo pasliktināšanos, ieskaitot AD, bieži tiek saistīti ar dendrītisko mugurkaula smadzeņu skaita un formas izmaiņām pirms neironu nāves. AD neirodeģenerācijai ir raksturīgas izmaiņas neirotransmiteru ekspresijā, Aβ proteīnu uzkrāšanās (Aβ plātnītes), kā arī plaša mēroga neironu nāve un neironu atrofija slimības beigu fāzē. Atmiņas defekti un citas kognitīvās funkcijas sākotnējās slimības stadijās ir saistītas ar izmaiņām hipokampā un entorhinālajā garozā. AD laikā pat 80% hipokampu neironu var nomirt, un šis progresējošais zaudējums ir acīmredzams kognitīvās izmaiņas un citi simptomi, kas novēroti AD pacientiem. Šūnu tipi, kurus ietekmē AD ir locus ceruleus, smadzeņu stumbra kodoli (piemēram, raphe nucleus), retikulāra veidošanās, amigdala, substantia nigra, striatums, hipotalāms, talāmus un claustrum, kā arī atsevišķi smadzeņu garozas reģioni. Ietekmētie neironu tipi dažādos reģionos atšķiras atkarībā no neirotransmiteru, neiromodulatoru un neiropeptīdu ekspresijas. Deģeneratīvā procesa rezultātā rodas smadzeņu atrofija un neironu zudums. Slimības patobioloģija ietekmē arī neneironu šūnas: oligodendrocītus, astrocītus, mikroglijas un koroidālais pinums notiek visos deģeneratīvos procesos (Kocahan et al., 2017).
	Pieauguša cilvēka vecumā jaunu neironu pievienošana fizioloģiskos apstākļos notiek dabiski divos smadzeņu reģionos – sānu kambara/rostrālās migrācijas plūsmā un hipokampāla dentate gyrus (DG). Pēdējās desmitgadēs hipokampāla DG nozīme arvien pieaug. Šī atbilstība ir izskaidrojama ar to, ka tā piedalās atmiņas iegūšanā, apstrādē un konsolidācijā. Turklāt ir pārliecinoši pierādījumi, ka pieaugušo hipokampu neiroģenēzi (AHN) līmenis cilvēkiem saglabājas pieauguša cilvēka vecumā. Hipokampu un šīs struktūras galvenos efektus entorīnajā garoza smagi ietekmē neirodeģeneratīvās slimības kopumā un jo īpaši AD, kas ir viena no lielākajām mūsdienu slimībam. Stāvokļa neiropatoloģiskās pazīmes ir tau NFT un Aβ senīlās plātnītes. Turklāt atsevišķiem jutīgiem smadzeņu reģioniem ir vispārējs nervu plastiskuma trūkums un izteiktas sinaptiskas izmaiņas, vēl neārstējamās slimības progresēšanas laikā. Vienu no šiem reģioniem, hipokampu, raksturo nepārtraukta jaunu neironu pievienošana visā dzīves laikā. Šī parādība, kas nosaukta par AHN, nodrošina potenciāli bezgalīgu jaunu sinaptisko elementu avotu, kas palielina hipokampu shēmas sarežģītību un plastiskumu. Daudzas liecības liecina, ka fiziskās aktivitātes un apkārtējās vides bagātināšana ir vieni no spēcīgākajiem pozitīvajiem AHN regulatoriem. Ņemot vērā to, ka daudzās neirodeģeneratīvās slimībās neironu plastika ir ievērojami samazināta, dažu dzīvesveida izmaiņu, piemēram, fizisko aktivitāšu palielināšanas, terapeitiskais potenciāls tiek atzīts vairākās nefarmakoloģiskās stratēģijās, kuru mērķis ir palēnināt vai novērst šo slimību progresēšanu. Hipokamps un tā galvenā aferentā struktūra, entorīnā garoza, ir divas no pirmajām jomām, kuras ietekmē AD progresēšana. Šajos smadzeņu reģionos neironiem ir morfoloģiskas izmaiņas, kā arī izteikts viņu aferento un eferento savienojumu samazinājums. Nepārtraukta jaunu neironu pievienošana trisinaptiskajai ķēdei kalpo par nebeidzamu jaunu sinaptisko savienojumu avotu, ko var precīzi noregulēt, reaģējot uz mainīgo vidi vai mainīgajām informācijas apstrādes prasībām. Šajā sakarā AHN ir parādījusies kā alternatīva stratēģija neiroplasticitātes saglabāšanai hipokampā (Llorens-Martin, 2018).
	Sinaptiskie zaudējumi ir cieši saistīti ar AD kognitīvajiem traucējumiem. Sinapses zudums, iespējams, ir sinaptiskās disfunkcijas morfoloģiskais atspoguļojums, kas sākas agrīnā slimības stadijā. Agrīni post-mortem smadzeņu audu struktūras pētījumi parādīja, ka AD pacientiem bija samazināts dendrītisko mugurkaulu skaits un samazināts sinapses blīvums hipokampā un garozā, salīdzinot ar smadzeņu audiem, kas atbilst vecumam. Bija tieša korelācija starp palielinātu dendrītisko mugurkaula zaudējumu un garīgā stāvokļa pasliktināšanos. Tāpēc progresējošā dendrītisko mugurkaulu atrofija ir proporcionāla AD patoģenēzē un var būt precīzs slimības progresēšanas rādītājs (Kocahan et al., 2017).
	Jaunajā pētījumā pētnieki atklāja, ka peļu apstrāde vairāku mēnešu laikā ar P110 samazināja mikroglijas un astrocītu aktivitāti un iekaisumu dzīvnieku smadzenēs. Turpmākos eksperimentos, izmantojot kultivētās šūnas, atklāja, ka gan mikroglijas, gan astrocīti var izraisīt bojātas mitohondriji savā apkārtnē un ka tie var sabojāt un iznīcināt neironus. Šie eksperimenti arī parādīja, ka P110 var to bloķēt. Veselīgas šūnas var izraidīt arī mitohondrijus, un tas nerada kaitējumu. Tomēr iekaisušie mikroglijas un astrocīti izraidīja bojātos mitohondrijus, kas bija nāvējoši tuvumā esošajiem neironiem. Atklāja, ka P110 spēja pietiekami bloķēt mitohondriju fragmentāciju mikrogliji un astrocītu iekšpusē, lai ievērojami samazinātu neironu nāvi (Paddock, 2019).
	Holīnerģiskās signālfunkcijas disfunkcija ir saistīta arī ar traucētu RNS pārstrādi, izraisot dendrītu zudumu garozas neironos un BACE1 proteīna līmeņa paaugstināšanos, kas pierādīts, ka paaugstināts vēlīnās AD stadijās. Hipokampu un tā darbību būtiski ietekmē holīnerģiskā disfunkcija. Ir pierādīts, ka holīnerģiskas projekcijas no mediālā starpsienas laukuma līdz hipokampam ir ievērojami samazinātas AD pacientiem un AD peles modelī. Turklāt pacientiem ar AD ir novērots holīnerģisko receptoru līmeņa pazemināšanās hipokampā un samazināta AChE saistīšanās šajā reģionā (Haam et al., 2017).
	Smadzeņu izmaiņas, kas saistītas ar AD, var sākties desmit gadus vai ilgāk, pirms cilvēks sāk izjust simptomus. Saskaņā ar Alcheimera asociācijas datiem visizplatītākais agrīnais AD simptoms ir grūtības atcerēties tikko uzzināto informāciju, piemēram, nesenās sarunas, notikumus vai cilvēku vārdus. Bet ne visiem sākotnējas ir atmiņas problēmas, un dažiem cilvēkiem vispirms var mainīties viņu uzvedība, valodas grūtības vai redzes problēmas (MacGill, 2018).
	AD gaitu var iedalīt sekojošās stadijas:
	1. Agrīnajā stadijā – grūtāk apgūt jaunu informāciju, atrast pareizo vārdu, lai kaut ko aprakstītu, atcerēties, kas tikko noticis – viegli izziņas traucējumi (mild cognitive impairment, MCI), vai plānot un organizēt darbību, kurai nepieciešama izpildvaras darbība.
	2. Vidējā stadija – spēja skaidri domāt kļūst apgrūtināta. Ilgtermiņa atmiņa bieži zūd, un var samazināties vizuālās un telpiskās spējas kā rezultātā cilvēki var klejot vai pazust. Emocionālās un uzvedības izmaiņas, piemēram, nemiers un uzbudinājums, ir raksturīgas vidējā posmā, un tās var izaicināt rīkoties gan tiem, kuri dzīvo ar demenci, gan viņu tuviniekiem.
	3. Vēlīnā stadija – fiziskā darbība ievērojami pasliktinās, apgrūtinot tādus uzdevumus kā staigāšana, ģērbšanās un ēšana. Galu galā persona ar vēlīnu AD stadiju kļūst pilnībā atkarīga no aprūpētājiem, lai palīdzētu viņu pamatvajadzību apmierināšanā (Heerema, 2020).
	
	1.2.10.1.attēls. Alcheimera slimības gadījumā plātnītes ieskauj neironus un izraisa smadzeņu nervu šūnu nāvi (Nierenberg, 2019).
	Neskatoties uz to, ka viens no AD riska faktoriem ir vecums, agrīnā AD skar cilvēkus, kas jaunāki par 60 gadiem, un dažas slimības formas var būt arī iedzimtas. Tomēr saskaņā ar Nacionālā novecošanās institūta datiem slimība ar agrīnu sākumu veido mazāk nekā 10% no visiem cilvēkiem ar traucējumiem. AD ar novēlotu sākumu ir biežāka slimības forma, un tās pirmie simptomi var parādīties pēc 65 gadu vecuma (Nierenberg, 2019).
	Daži svarīgie riska faktori, piemēram, vecums un ģenētika, var palielināt AD tendenci. Turklāt ir arī modificējami riska faktori ārstējamu medicīnisko stāvokļu un dzīvesveida izvēles ziņā – kas spēlē AD attīstību. Šiem riska faktoriem ir savi bioloģiskie mehānismi, kas var veicināt AD etioloģiju un patoloģiskas sekas. Tādēļ alternatīva stratēģija cīņai ar AD varētu būt zināmo modificējamo riska faktoru un ar tiem saistīto slimības mehānismu novēršana, kas sevī ietver dzīvesveida maiņu, izvairīšanos no kaitīgiem ieradumiem, izvairīšanos no galvas smadzeņu traumām, kā arī ārstēt tādas blakusslimības kā asinsvadu slimības (hipertensija, insults, išēmija), diabēts, depresija u.c. Šie faktori spēj samazināt Aβ nogulsnēšanos un uzlabot kognitīvos traucējumus. Jaunākie pētījumi ir aprēķinājuši, ka vairāku modificējamu riska faktoru iejaukšanās varētu novērst līdz 35% no demences gadījumiem. Diētas, fizisko aktivitāšu un asinsvadu slimību pārvaldība riska grupās gados vecākiem cilvēkiem faktiski var novērst kognitīvās funkcijas pasliktināšanos. Tomēr daži ziņojumi liecina, ka izmaiņas šajos ieradumos jāveic agrīnā dzīves posmā, jo, modificējot vēlāk dzīvesveida faktorus, iespējams, netiks samazināti MCI pārveidošanās par AD, lai gan tas var uzlabot slimības gaitu (Edwards et al., 2019).
	STZ ir glikozamīna-nitrozourīnvielas savienojums, kas iegūts no augsnes baktērijām Streptomyces achromogenes un sākotnēji izstrādāts kā pretvēža līdzeklis. Mūsdienās STZ izmanto tikai pētījumos, jo 1963. gadā eksperimetā ar dzīvniekiem atklāja, ka STZ izraisa diabētu. Kopš tā laika STZ sistemātiska lietošana kļuva par visbiežāk pētīto eksperimentālo modeli no insulīnatkarīgā (1. tipa) cukura diabēta. Savienojums ir selektīvi toksisks pret insulīnu ražojošām aizkuņģa dziedzera beta šūnām, kas izskaidrojams ar tā absorbciju šūnās ar zemas afinitātes glikozes transportētāja (GLUT)2 proteīnu, kas atrodas to šūnu membrānās. STZ citotoksicitāte galvenokārt rodas DNS alkilēšanas rezultātā, kas izraisa šūnu nekrozi. Turklāt aizkuņģa dziedzera beta šūnām pielietotais STZ sistemātiski bojā arī citus GLUT2 ekspresējošos orgānus, piemēram, nieres un aknas, turpretī smadzenes netiek tieši ietekmētas, jo hematoencefaliskā barjerā trūkst šī transportētāja proteīna. Tomēr viena vai divas intracerebroventrikulāra (icv) STZ injekcijas hroniski samazina smadzeņu glikozes uzņemšanu un smadzeņu masu, nozīmīgu Aβ proteīna līmeņa palielināšanos hipokampā, kā arī hipokampa un smadzeņu garozas hiperfosforilētā tau proteīna līmeņa palielināšanos un rada vairākus citus efektus, kas atgādina AD molekulārās, patoloģiskās un uzvedības pazīmes. STZ radītā hiperglikēmija provocē oksidatīvo stresu, veidojot brīvos radikāļus. STZ toksicitāte ir atkarīga no polimerāzes (PARP) un poli (ADP-ribozes) rašanas, grauzēji bez šī proteīna ir rezistenti pret toksīnu. Pēc icv STZ injekcijas ievadīšanas smadzenēs, tika novērots, ka insulīna transports rada bojājumus un arī glikogēna sintāzes kināzes-3b (GSK3b) pāraktivāciju, palielinātu tau proteīna fosforilāciju un samazinātu glikozes transportieru līmeņi (Grieb, 2016).
	Vara sulfāts (102790), metformīns (317240), kālija heksacianoferātsIII (104973) un nātrija citrāts (106448) nopirkti no Merck Millipore (ASV). No Sigma-Aldrich (ASV) iegādājās: 3,3’-diaminobenzidīnu (DAB, D5905), 5,5’-ditiobisu (2-nitrobenzoskābi) (DTNB, D8130), AChE (C2888-500UN), acetiltioholīna jodīdu (ATCI, 01480), DPX - distirēna, plastifikatora un ksilola maisījums (44581), etopropazīns (E5406), anti-SYP-1 antivielu (S6758), Meijera hematoksilīna šķīdumu (MHS16), neostigmīna bromīdu, radioimmūnoprecipitācijas testu (RIPA) buferšķīdumu (R0278), STZ (S0130) un Triton X-100 (X100). Trušu anti-Iba-1 antivielas (019-19741) piegādāja Wako (Japan). SuperBlock™ bloķējošais buferis (37515) un kazas anti-peles Ig (31430) iegādāti no uzņēmuma ThermoFisher Scientific (ASV). S-acetiltioholīna jodīds (A16802) un niķeļa amonija sulfāta heksahidrātu (12519) iegūti no Alfa Aesar (ASV). Nātrija citrāta buferšķīdumu (CB, pH 4, 5) pagatavoja ex tempore un izmantoja, lai izšķīdinātu tajā STZ.
	Eksperimentā izmantoja 70 Wistar žurku tēviņus (svars 280 ± 20 g), piegādātus no Tartu Universitātes laboratorijas dzīvnieku centra audzētavas Igaunijā. Dzīvniekus turēja Latvijas Universitātes Dabaszinātņu Akadēmiskā centra eksperimentālajās telpās, individuāli ventilējamos būros (Scanbur, GM900), katrā būrī 4 dzīvniekus. Eksperimentālajā telpās ievēroja 12 stundu gaismas tumsas ciklu, gaisa temperatūru 21±3 °C, gaisa mitrumu 60 – 65%. Dzīvniekiem nodrošināja standarta granulēto laboratorijas barību (SSniff, V1534-300) un ūdeni ad libitum. Visas eksperimentālās procedūras un dzīvnieku aprūpe notika saskaņā ar Eiropas Savienības direktīvu 2010/63/EU “European Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and other Scientific Purposes” (2010), un tika saskaņotas ar Latvijas Pārtikas un Veterinārā dienesta Dzīvnieku Aizsardzības Ētikas padomi.
	Eksperimenta 30. dienā žurkas tika dziļi anestezētas ar intraperitoneāli (ip) ievadītu ketamīna un ksilazīna (100 mg/kg un 10 mg/kg, attiecīgi) maisījumu, tad perfuzēja ar ledus aukstu fizioloģisko šķīdumu, kam sekoja perfūzija ar ledus aukstu 4% paraformaldehīda (PFA) šķīdumu audu fiksēšanai. Smadzeņu kreisās puslodes izmantoja Western blota analīzē, savukārt labās smadzeņu puslodes 24 stundas fiksēja 4% PFA šķīdumā. Pēc fiksācijas, puslodes ievietoja 30% sukrozi saturošā šķīdumā uz 48 stundām krioprotekcijas nolūkos, un pēc tam ievietoja antifrīza šķīdumā, kurā tās uzglabāja pirms griešanas.
	Izmantojot kriotomu (CM1850, Leica Biosystems, ASV), pie –26 °C temperatūras no katras smadzeņu puslodes ieguva 30 μm biezas koronālos griezumus. Tos inkubēja CB (pH 6,0) 95°C temperatūrā 10 minūtes, lai uzlabotu antigēna atsegšanu, pēc tam atdzesēja līdz istabas temperatūrai un bloķēja ar SuperBlock® šķīdumu 1 stundu, lai samazinātu fona veidošanos. Tad griezumus pārnesa fosfāta buferšķīdumā (PBS), kas saturēja primāro antivielu (1:1000) ar 0,5% Triton X-100 (PBS-T). Pēc 18 stundu inkubācijas griezumus 3 reizes skaloja ar PBS-T un pārnesa šķīdumā, kas saturēja sekundāro antivielu (1:5000). Pēc 2 stundu inkubācijas šķīdumā, kas saturēja sekundāro antivielu, griezumus 3 reizes skaloja ar PBS-T.
	Pēc skalošanas ar PBS-T, griezumus uz 1-2 minūtēm inkubēja PBS, kas saturēja DAB, 30% H2O2 un 1% niķeļa amonija sulfāta. Iba-1 griezumus inkubēja kontrasta krāsvielas hematoksilīna šķīdumā uz 1 minūti. Visus iezīmētos griezumus pārnesa uz priekšmetstikliņiem (3 griezumus uz katra) ​​un virsū pielīmēja segstikliņu, izmantojot histoloģijai paredzēto DPX līmi. Lai iegūtu vienmērīgu iekrāsojumu, visu grupu griezumi vienmēr tika iekrāsoti vienā un tajā pašā paplātē. Visi eksperimenti tika veikti trīs reizes.

	AChE saturoša nervu aksonu blīvuma histoķīmiskā noteikšana veikta, izmantojot iepriekš aprakstītu metodi, kas optimizēta un aprakstīta citur. No katra dzīvnieka labās smadzeņu puslodes tika iegūtas 6 koronālās sekcijas (30 μm biezas, no 2,92 mm līdz 3,48 mm no bregmas). Iegūtās smadzeņu sekcijas (n = 5 smadzeņu paraugi vienā grupā) skalotas ar 0,1 M maleāta buferšķīdumu (pH 6,0). Pēc tam sekcijas 2 stundas inkubēja ar 0,1 M maleāta buferšķīdumu, kas saturēja 86,5 mM S-acetiltioholīna jodīda, 30 mM etopropazīna, 30 mM vara sulfāta un 100 mM nātrija citrāta un 0,03 mM kālija heksacianoferāta. Pēc tam krāsu pastiprināja, inkubējot sekcijas ar 2,5% DAB, 0,2% ūdeņraža peroksīda un 5% niķeļa amonija sulfāta 2 minūtes 0,05 M Tris buferšķīdumā (pH 7,6) 2 minūtes. Visi eksperimenti tika veikti trīs reizes.
	Metformīna AChE inhibējošā aktivitāte tika novērtēta, izmantojot spektrofotometrisko metodi ar nelielām modifikācijām. Kā pozitīva atsauce tika izmantota neostigmīna bromīds. Reakcijas maisījums sastāvēja no paraugiem, kas satur 100 µl 0,1 M fosfāta buferšķīduma (pH 7,4), 10 µl AChE šķīduma (2 V / ml) un 10 µl metformīna vai neostigmīna bromīda dažādās koncentrācijās (0,01, 0,1, 0,2, 1, 5 un 10 mM). Šo maisījumu inkubēja tumsā 250°C temperatūrā 5 minūtes 96 iedobju plāksnē. Tad pievienoja 50 ui 0,75 mM DTNB, un plāksni inkubēja 20 minūtes. Pēc tam pievienoja 15 µl 1,5 mM ATCI un inkubēja 5 minūtes tumsā. Absorbcija tika mērīta pēc 10 minūtēm pie viļņa garuma 405 nM, izmantojot ELx808 ™ mikroplašu lasītāju (BioTek Instruments Ltd., UK)
	Pēc imūnhistoķīmijas, priekšmetstikliņus digitāli skenēja ar Pannoramic MIDI II skeneri (3DHISTECH Ltd., Ungārija), izmantojot 20 × mikroskopa objektīvu. Pannoramic Viewer 1.15.2 programmatūra (3DHISTECH Ltd., Ungārija) tika izmantota, lai iegūtu retrospleniālas garozas, hipokampa cornu ammonis (CA) 1 un 3 slāņi (CA1 un CA3) un DG granulu šūnu slāņu attēlus. Izmantojot iegūtos attēlus, tika izmērīti pētīto proteīnu optiskie blīvumi. Imunohistoķīmisko datu kvantitatīvā noteikšana veikta, izmantojot attēlu apstrādes programmatūru (ImageJ, Vācija).

	Būtisks Iba-1 pozitīvo šūnu skaita pieaugums tika novērots STZ grupas dzīvnieku garozā (P < 0,0001), hipokampa CA1 (P < 0,001), CA3 un DG rajonos (P < 0,001) salīdzinot ar kontroles grupu. Žurkām no STZ grupas, kas saņēma metformīnu 75 mg/kg devā, novēroja būtisku Iba-1 pozitīvo šūnu skaita samazināšanos garozā (P < 0,001), CA1 un CA3 hipokampa rajonos (P < 0,0001), kā arī DG rajonā (P < 0,01), salīdzinot ar STZ grupu. Salīdzinot ar STZ grupu, žurkām, kurām tika icv ievadīts STZ un kas vēlāk saņēma metformīnu 100 mg/kg devā novēroja būtiski zemāku Iba-1 pozitīvo šūnu skaitu garozā (P < 0,0001) un hipokampa DG (P < 0,05). Kontroles grupas dzīvniekiem metformīna ievadīšana nav ietekmējusi Iba-1 pozitīvo šūnu skaitu nevienā no pētāmiem smadzeņu rajoniem.
	
	STZ ievadīšana izraisīja būtisku SYP-1 pozitīvo šūnu skaita samazinājumu sAD modeļžurku garozā (P < 0,01) un hipokampa DG rajonā (P < 0,05) salīdzinot ar kontroles grupu. STZ grupas dzīvniekiem, kuriem ievadīja metformīnu 100 mg/kg devā, novēroja būtisku SYP-1 pozitīvo šūnu skaita pieaugumu hipokampā DG rajonā (P < 0,05), salīdzinot ar STZ grupu. METF per se neietekmēja SYP-1 blīvumu kontroles grupas dzīvniekiem nevienā no pētāmiem smadzeņu rajoniem.
	

	3.2.1.attēls. Metformīna (METF) efekti uz kontroles un STZ žurku sinaptofizīna (SYP-1) blīvumu. Reprezentatīvās mikrofotogrāfijas parāda rajonus, kurās noteikta būtiskās atšķirības pēc šūnu skaitīšanas (pie 200 × palielinājuma). Mērogs bija 100 μm. Vērtības uzrādītas kā vidējās ± S.D. (n=4 dzīvnieki grupā). **P < 0,01, ***P < 0,001 un ****P < 0,0001 pret kontroles grupu; #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001 un ####P < 0,0001 pret STZ grupu.
	Dzīvniekiem, kuri icv saņēma STZ injekciju, novēroja būtisku AChE-pozitīvo šūnu skaita pieaugumu garozā un hipokampa CA1 (P < 0,001) un CA3 (P < 0,05) rajonos salīdzinot ar kontroles grupu. STZ grupas dzīvniekiem, kuriem ievadīja metformīnu 100 mg/kg devā, AChE pozitīvo šūnu skaits bija būtiski samazināts hipokampa CA1 (P < 0,001), DG (P < 0,0001) un CA3 (P < 0,01) rajonos, salīdzinot ar STZ grupu. Līdzīgi rezultāti tika iegūti grupai METF75+STZ. METF per se neietekmēja AChE kontroles grupas dzīvniekiem.
	
	3.3.1.attēls. Metformīna (METF) efekti uz kontroles un STZ žurku acetilholīnesterāzes (AChE) pozitīvo šūnu skaitu. Reprezentatīvās mikrofotogrāfijas parāda rajonus, kurās noteikta būtiskās atšķirības pēc šūnu skaitīšanas (pie 200 × palielinājuma). Mērogs bija 100 μm. Vērtības uzrādītas kā vidējās ± S.D. (n=4 dzīvnieki grupā). **P < 0,01, ***P < 0,001 un ****P < 0,0001 pret kontroles grupu; #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001 un ####P < 0,0001 pret STZ grupu.
	3.4.1.attēls. Metformīna (METF) ietekme uz acetilholīnesterāzes (AChE) aktivitātes inhibēšanu.
	4. DISKUSIJA
	Agrīnās izmaiņas pie sAD ir saistītas ar pretiekaisuma šūnu – astrocītu un mikroglijas – palielināto aktivitāti, un tai sekojošu neiroiekaisuma procesa iniciēšanu. Šajā pētījumā sAD modeļžurkām novēroja būtisku mikrogliozi smadzeņu garozas un hipokampa rajonos. Modeļa dzīvnieki, kuriem vadīja metformīnu 75 mg/kg devā, uzrādīja būtiski mazāku mikrogliozes marķiera Iba-1-pozitīvo šūnu skaitu visos pētāmos smadzeņu rajonos, savukārt dzīvniekiem, kuriem metformīns tika ievadīts 100 mg/kg devā, tas mazināja mikrogliozi garozā un hipokampa DG rajonā. Līdzīgie, no devas atkarīgie metformīna efekti novēroti peļu diabēta modelī, ko izraisīja ar STZ ievadīšanu (De Oliveira et al., 2016). Šajā pētījumā metformīnu vadīja 21 dienu 100 mg/kg devā un novēroja mikrogliozes mazināšānu hipokampa DG rajonā (De Oliveira et al., 2016). Kopumā, metformīna pretiekaisuma darbīá ir labi dokumentēta diabēta modeļdzīvniekos (Krasnova et al., 2016; Wang et al., 2016), bet iepriekš netika apskatīta sAD modeļdzīvniekos. Balstoties uz šī pētījuma datiem, var spriest, ka metformīnam ir pretiekaisuma efekti arī sAD-tipa modelī.
	Neuroiekaisums rada traucējumus sAD modeļžurku spējā ģenerēt jaunus neironus un tādējādi izraisa kognitīvos traucējumus (Mishra et al., 2018). Līdz ar to, tika noteikti metformīna efekti uz procesiem, kas ir iesaistīti jauno neironu ģenerēšanā: sinaptisko blīvumu (SYP-1) un holīnerģisko neirotransmisiju (AChE). Būtisks SYP-1 deficīts ir dokumentēts vairākos AD slimnieku smadzeņu rajonos (Mota et al., 2019; Pilipenko et al., 2019). Šī pētījuma rezultāti parāda, ka STZ grupā novēroja būtisku SYP-1 blīvuma samazināšanos, kas varētu veicināt sinaptiskā blīvuma deficīta sAD modeļžurku garozā un hipokampa DG rajonos. Šos deficītus DG rajonā nenovēroja tiem sAD modeļdzīvniekiem, kuriem ievadīja metformīnu 100 mg/kg devā. Ir intriģējoši tas, ka 75 mg/kg devā metformīns per se palielināja SYP-1 blīvumu  šajā rajonā. Līdz ar to, var secināt, ka metformīns spēj pastiprina sinaptiskos procesus arī veselās žurkās. ACh ir viens no svarīgākiem neirotransmiteriem, kas ir iesaistīti iemācīšanās, atmiņas un uzmanības procesu nodrošināšanā (Xu et al., 2012). Pie tam, holīnerģiskā sistēma tiešā veidā ietekmē jauno neironu veidošanos (Kotani et al., 2008), un būtiska šīs sistēmas deģenerācija pie AD ir labi aprakstīta vairākos pētījumos. Esošā pētījuma dati demonstrē, ka STZ ievadīšana izraisīja būtisku AChE aktivitātes paaugstināšanos sAD visos modeļžurku smadzeņu rajonos, izņemot hipokampa DG. Metformīns normalizēja AChE aktivitāti sAD modeļžurku hipokampa CA1 un CA3 rajonos. Pie tam, metformīns bija samazinājis AChE aktivitāti sAD modeļžurku DG rajonā. Savukārt n vitro tika novērota metformīna inhibitora aktivitāte uz AChE aktivitāti (IC50 pie 1 mM), kas atbilda citam pētījuma, kur metformīns mazināja AChE aktivitāti diabēta modeļžurkās (Saliu et al., 2016).

	5. SECINĀJUMI
	1. Metformīna ievadīšana sAD modeļžurkām mazina mikrogliozi, sinaptiskā blīvuma deficītu un AChE pārmērīgu aktivitāti šo dzīvnieku smadzeņu garozā un hipokampā;
	2. In vitro, metformīns inhibē AChE aktivitāti, uzrādot IC50 1mM koncentrācijā, norādot uz tā spēju regulēt ACh daudzumu;
	3. Metformīna neiroprotektīvie efekti sAD modeļžurkās ir saistīti ar to centrāliem pretiekaisuma efektiem, sinaptiskā blīvuma nodrošināšanu un acetilholīna daudzuma uzturēšanu šo dzīvnieku smadzeņu garozā un hipokampā;
	4. Nepieciešami tālākie pētījumi, lai uzzinātu visu metformīna neiroprotektīva potenciāla klāstu sAD-tipa modelī.
	PATEICĪBAS
	Vēlos izteikt vislielāko pateicību darba vadītājam Dr. med. Vladimiram Piļipenko par maģistra darba pētījuma izstrādes gaitā sniegto palīdzību, padomiem un ierosinājumiem, atsaucību, veltīto laiku, par pieredzi un unikālo praksi, ko ieguvu pētījuma eksperimentālajā daļā.
	Vēlos izteikt lielāko pateicību Msc. pharm. Karīnai Narbutei par palīdzību pētījuma ekperimentālajā daļā imunohistoķīmiskās analīzes veikšanā un sniegto palīdzību darba izstrādē un padomiem.
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